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AVANT-PROPOS 
Découverte de la neurogenèse dans le cerveau adulte  
Pendant une grande partie du XXème siècle, un dogme central en neurobiologie 
stipulait que la neurogenèse n’avait lieu qu’au stade embryonnaire et que le cerveau 
adulte était statique et ne subissait aucun renouvellement cellulaire. Selon Ramon y 
Cajal, « une fois le développement terminé, la croissance et la régénération des 
axones et des dendrites s’arrête irrévocablement. Chez l’adulte, les réseaux nerveux 
sont fixes et immuables. Tout est destiné à mourir, rien ne peut être régénéré» 
(Ramon y Cajal 1913-1914). Cependant, les premières évidences d’une activité 
mitotique dans le cerveau adulte mammifère émanent des travaux d’Allen, dès 1912. 
Ils mettent en évidence la présence de formes mitotiques dans le cerveau adulte de 
rats albinos {Allen, E. J. Comp. Neurol. 22, 547-568 (1912)}. Pour Allen, la zone 
bordant les ventricules latéraux du cerveau adulte présente un intérêt particulier car 
on y retrouve des cellules en division et des mitoses même chez les spécimens 
âgés, et la couche de cellules bordant le ventricule semble persister, même chez les 
rats âgés de 2 ans. Cependant, Allen n’a pu prouver que cette activité mitotique 
permettait de produire des neurones et des cellules gliales, une question qui restera 
irrésolue jusqu’aux travaux de Joseph Altman dans les années 1960. L’introduction 
de nouvelles techniques autoradiographiques après l’administration de précurseurs à 
ADN comme la thymidine tritiée [3H] a permis de mettre en évidence en 1958 la 
présence de synthèse d’ADN et de mitoses dans le cerveau de jeunes souris adultes 
(Messier et al., 1958). Ces cellules se situent au niveau de la couche épendymaire 
bordant les ventricules latéraux. Puis Altman mettra en évidence en 1962, en traçant 
par autoradiographie les cellules incorporant la thymidine tritiée [3H], la formation de 
nouveaux neurones après des lésions de type électrolytiques dans le cerveau de 
jeunes rats adultes (Altman, 1962). Son équipe caractérisera un an plus tard une 
deuxième région présentant des cellules en prolifération dans le cerveau adulte du 
rat ; au niveau du gyrus denté de l’hippocampe (Altman, 1963), puis découvrira peu 
après que  les cellules peuplant la zone sous-ventriculaire ont la capacité de migrer 
jusqu’aux bulbes olfactifs le long d’un chemin de migration cellulaire bien défini, 
appelé RMS pour Rostral Migratory Stream, avant de se différencier en neurones 
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(Altman and Das, 1965, Altman, 1969). Il faudra attendre 1992 pour observer une 
nouvelle avancée majeure dans le domaine de la neurogenèse adulte chez les 
mammifères. L’équipe de Samuel Weiss découvre, en isolant les cellules de la zone 
sous-ventriculaire, que certaines cellules sont capables de proliférer in vitro en 
réponse à l’EGF (facteur de croissance de l’épiderme), puis de se différencier en 
astrocytes et neurones, supposant l’existence de cellules souches neurales 
(Reynolds and Weiss, 1992). Des expériences utilisant la Bromodeoxyuridine (ou 
BrdU), analogue de la thymidine s’incorporant en phase S du cycle cellulaire, ont 
permis de confirmer la présence de prolifération cellulaire au bord des ventricules 
latéraux ainsi qu’un RMS jusqu’aux bulbes olfactifs (Lois and Alvarez-Buylla, 1993) 
(Lois and Alvarez-Buylla, 1994). Le concept de cellules souches neurales adultes 
sera pleinement accepté après les travaux de Morshead en 1994, qui montrent que 
la déplétion des cellules en prolifération par des agents anti-mitotiques entraîne 
l’entrée en prolifération de cellules souches qui permettent de repeupler rapidement 
la zone sous-ventriculaire. Ces travaux supposent qu’un stock de cellules souches 
neurales reste présent dans un état de « quasi-quiescence » et permettent une 
neurogenèse continue à l’âge adulte chez les mammifères (Morshead et al., 1994). 
Les CSN adultes donnent naissance aux oligodendrocytes, astrocytes ainsi qu’aux 
neuroblastes migrants et destinés à se différencier en interneurones dans les bulbes 
olfactifs ou en neurones granulaires dans l’hippocampe. 
Jusqu’à présent, les cellules souches et précurseurs neuronaux du cerveau adulte 
ont été isolées avec succès chez les rongeurs, primates, moutons, cochons, chats et 
chiens  (Reynolds and Weiss, 1992) (Pagano et al., 2000) (Wang et al., 2007) 
(Duittoz and Hevor, 2001) (Milward et al., 1997). Nous nous intéresserons plus 
particulièrement dans ce travail de thèse à la caractérisation de la neurogenèse dans 
le cerveau adulte murin mais les études in vitro et in vivo des CSN de toutes ces 
espèces animales ont révélées une remarquable conservation des mécanismes 
neurogéniques entre les espèces (Curtis et al., 2007) (Doetsch et al., 1997) (Gil-
Perotin et al., 2009) (Liu and Martin, 2003) (Rodriguez-Perez et al., 2003) (Weissman 
et al., 2003). Ainsi, les primates non-humains, les animaux domestiques et plus 
particulièrement les rongeurs où la connaissance de la biologie des cellules souches 
neurales est la plus aboutie sont des modèles de valeur pour la compréhension de la 
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neurogenèse humaine et sont largement utilisés pour les recherches et les études 
thérapeutiques sur les maladies neurologiques humaines. 
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INTRODUCTION 
1. DEVELOPPEMENT DU CERVEAU 
1.1 La neurogenèse embryonnaire 
1.1.1 Structure du cortex en développement 
Chez tous les mammifères, des régions peuplées de cellules en prolifération au bord 
du ventricule produisent des neurones migrants vers la surface des vésicules 
cérébrales, à l’extrémité du tube neural, en formant le néocortex  (Sidman and Rakic, 
1973) (Marin and Rubenstein, 2003). Cette structure est la portion la plus récente de 
l’évolution du cortex cérébral. Après une première phase d’expansion, le néocortex 
en développement, puis le néocortex adulte présentent une structure en couches 
superposées. Les types cellulaires peuplant le néocortex ainsi que son organisation 
en six couches ont été décrites avec précision dès les travaux de Ramon y Cajal à la 
fin du XIXème siècle {Cajal S.R. (1894) Proceedings of the Royal Society of 
London, 55: 444-468 } (Figure 1).  Cependant, les noms des différentes couches 
corticales embryonnaires ont été uniformisés en 1970 lors du Comité Boulder (1970) 
1.1.2 Neurogenèse embryonnaire et formation du cortex cérébral 
Lors des premiers stades de sa formation, le cortex cérébral est initialement formé de 
cellules neuroépithéliales (NE), aussi appelées cellules souches, issues de 
l’épithélium neuroectodermal présent avant la formation du tube neural. Ces cellules 
forment l’épithélium germinal qui sera appelé zone ventriculaire (ZV) lors du comité 
Boulder. Avant la mise en place de la neurogenèse, les cellules en prolifération 
présentes dans la ZV forment un épithélium homogène pseudostratifié et se divisent 
symétriquement (Rakic, 1988). Leurs noyaux migrent jusqu’au bord du ventricule peu 
avant la métaphase et vers les couches extérieures durant la synthèse d’ADN, dans 
un processus appelé la migration nucléaire intercinétique {Sauer F.C J. Comp. 
Neurol. 62, 377-405 (1935)} (Caviness and Rakic, 1978). 
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Figure 1 : Version révisée par Bystron et al. (Bystron et al., 2008) du modèle de 
développement néocortical humain proposé lors du comité Boulder en 1970. 
Cette prolifération intensive augmente rapidement la surface et l’épaisseur de la ZV. 
Le début du processus de formation de neurones fonctionnels, appelé neurogenèse, 
se produit vers E33 (33 jours post-conception) chez l’homme (Bystron et al., 2006) et 
E10 chez la souris (Garcia-Moreno et al., 2007). A ce stade, les cellules souches 
neuroépithéliales passent d’un mode de division symétrique à un mode de division 
asymétrique (Chenn and McConnell, 1995). Ainsi, une des cellules filles engendrées 
reste progénitrice tandis que l’autre est destinée à devenir un neurone ou une cellule 
gliale (Noctor et al., 2001). Peu à peu, des cellules en division vont apparaître sur la 
couche basale de la ZV (Smart, 1973) et créer la zone sous-ventriculaire (ZSV) 
embryonnaire. Les progéniteurs présents dans la ZSV produisent des cellules gliales 
ainsi qu’une grande partie des neurones des couches corticales chez la souris, le 
singe ou l’homme (Zecevic et al., 2005). Les neurones formés dans l’une ou l’autre 
de ces zones migrent à travers la zone intermédiaire (ZI) pour aller rejoindre la 
plaque corticale, leur destination finale. Ils vont former successivement les six 
couches du cortex adulte de la plus ancienne, la couche VI, à la plus externe, 
dernière formée, la couche I (Sidman and Rakic, 1973).  
E 30 E 31-32 E 45 E 55 E 98
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1.1.3 La neurogenèse continue après la naissance.  
Quelques jours après la naissance, la glie radiaire disparaît en se différenciant en 
astrocytes et cellules épendymaires (Spassky et al., 2005). La couche de cellules 
épendymaires devient la nouvelle ZV, et les astrocytes issus des cellules de la glie 
radiaire se situent en dessous de cette couche dans la zone sous-ventriculaire (figure 
2). Il existe donc un continuum qui lie les cellules souches NE aux cellules de la glie 
radiaire puis finalement aux cellules souches neurales (CSN) dans le cerveau adulte 
(Doetsch et al., 1999a). Les régions latérales et ventrales de la zone sous-
ventriculaire (ZSV) du cerveau adulte, produisant les précurseurs neuronaux des 
bulbes olfactifs (BO), proviennent respectivement des éminences ganglionnaires 
latérales (LGE) et des éminences ganglionnaires médianes (MGE), régions 
proliférative du téléncéphale en développement (Hinds, 1968) (Kriegstein and 
Alvarez-Buylla, 2009) (Figure 3). Les cellules souches neurales de l’autre principale 
zone de neurogenèse du cerveau adulte, au niveau de l’hippocampe, seraient issue 
du neuroepithelium adjacent à l’ourlet cortical durant le développement embryonnaire 
de l’hippocampe (Altman and Bayer, 1990, Li and Pleasure, 2005). Ces CSN se 
relocaliseraient de la partie ventrale de l’hippocampe en fin de gestation à la partie 
dorsale de l’hippocampe à l’âge adulte, dans la zone sous-granulaire (ZSG) (Li et al., 
2013).  
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Figure 2 : Neurogenèse au cours du développement du cerveau 
Evolution et localisation des cellules souches neurales (en bleu) de l’embryon à l’adulte 
(Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009) 
Figure 3 : Origine des cellules des zones sous-ventriculaires du cerveau adulte 
Les cellules bordant les ventricules à l’âge adulte sont issues de 4 régions prolifératives 
embryonnaires : le septum, le cortex, les éminences ganglionnaires latérales (LGE) et les 
éminences ganglionnaires médianes (MGE) (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009) 
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2. LA NEUROGENESE DANS LE CERVEAU ADULTE 
 2.1 Zones de neurogenèse dans le cerveau adulte 
Figure 4 : Principales zones de neurogenèse dans le cerveau adulte murin 
Coupe sagitalle de cerveau de jeune souris adulte (2 mois) présentant la zone sous-
granulaire (ZSG) du gyrus denté de l’hippocampe et la zone sous-ventriculaire (ZSV).
2.1.1 La neurogenèse dans la zone sous-granulaire de l’hippocampe 
L’hippocampe est une structure primordiale pour la formation de la mémoire, comme 
la mémoire épisodique ou la mémoire spatiale (Squire, 1992). A travers ses 
intéractions avec des structures cérébrales liées à l’émotion, l’hippocampe pourrait 
aussi être intimement lié au comportement émotionnel (Sahay and Hen, 2008). La 
neurogenèse adulte dans l’hippocampe est initiée par la prolifération de précurseurs 
neuronaux au niveau de la zone sous-granulaire (ZSG) (Figure 4). La grande 
majorité de ces précurseurs vont se différencier en neurones granulaires de 
l’hippocampe, tandis qu’une population moins abondante se différencie en cellules 
gliales (Cameron et al., 1993). Les précurseurs neuronaux (ou neuroblastes) produits 
vont ensuite entamer un long processus de maturation morphologique avant de 
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devenir des neurones matures (Figure 5). Il faut noter que la cinétique de maturation 
des neurones granulaires varie entre les espèces (Snyder et al., 2009). Nous 
décrirons ici la cinétique de maturation des neurones granulaires chez la souris car 
elle est la plus complète et la plus documentée.  La première semaine suivant leur 
formation, les jeunes neuroblastes granulaires initient leur processus de 
différenciation et migrent sur une courte distance le long de la couche intérieure de 
cellules granulaires du gyrus denté, où ils développent leurs prolongements 
cellulaires mais ne semblent pas encore intégrés dans les synapses du réseau 
neuronal existant (Esposito et al., 2005). Deux semaines après leur apparition, les 
neuroblastes commencent à acquérir des caractéristiques de neurones matures ; ils 
développent dendrites et axones à travers le hilus du gyrus denté et une zone 
appelée Cornu Ammonis 3 (CA3) (Zhao et al., 2006) (Hastings et al., 2002) (figure 4). 
Quatorze à 21 jours après leur apparition, les jeunes neuroblastes commencent à 
former des connections afférentes et efférentes avec le réseau neuronal local. Au 
seizième jour suivant leur formation, des épines dendritiques commencent à 
apparaître, formant des synapses avec les fibres d’axones afférents venant du cortex 
entorhinal, centre de la mémoire dans le cerveau (Zhao et al., 2006) (Toni et al., 
2007). Entre 4 et 6 semaines, les neuroblastes continuent progressivement leur 
maturation physiologique ainsi que le développement de leur connectivité, et 
présentent même à ce stade une plasticité synaptique plus importante que les 
neurones granulaires matures. Cette plasticité synaptique permet une grande 
capacité d’adaptation des circuits neuronaux nouvellement formés, ainsi que le 
maintien de la stabilité du circuit neuronal mature (Ge et al., 2007). Bien que des 
modifications structurelles des épines dendritiques et des boutons terminaux des 
axones continuent à apparaître au fur et à mesure de la maturation des neuroblastes 
(Toni et al., 2007), les propriétés physiologiques ainsi que la plasticité synaptique des 
neuroblastes à 8 semaines est similaire à celles des neurones granulaires. De 
nombreuses études réalisées ces dernières années montrent que l’intégration de ces 
neuroblastes dans les circuits neuronaux de l’hippocampe adulte pourrait avoir des 
contributions importantes dans l’apprentissage et la mémoire (recensées dans (Deng 
et al., 2010)). Bien qu’il ait été observé une grande conservation des phénotypes et 
mécanismes neurogéniques entre les espèces (Curtis et al., 2007), il est toujours 
difficile de corréler ces études faites chez la souris à l’humain. La neurogenèse dans 
l’hippocampe humain a été démontrée (Eriksson et al., 1998) et elle est altérée par 
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de nombreuse maladies neurologiques comme la dépression, l’épilepsie, la maladie 
d’Alzheimer ou de Pakinson, qui sont pour la plupart associées à un déclin des 
capacités cognitives (Zhao et al., 2008). Récemment, des techniques d’imagerie non 
invasives ont permis l’étude de la neurogenèse dans le cerveau humain (Manganas 
et al., 2007) (Pereira et al., 2007). Ces nouvelles techniques pourraient permettre 
d’évaluer le fonctionnement de la neurogenèse chez l’humain et dans des conditions 
physiopathologiques variées, et ainsi permettre l’amélioration des thérapies pour ces 
maladies neurologiques pour lesquelles les modèles animaux restent inadaptés.  
Figure 5 : Neurogenèse dans l’hippocampe adulte 
(A) La zone sous-granulaire se situe entre le hilus et la couche de cellules granulaires (GCL). 
La ZSG contient différentes cellules à des stades distincts de différenciation représentée en 
(B) et dont les étapes de maturation sont schématisées en (C) (Eisch et al., 2008) 
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2.1.2 La neurogenèse dans la zone sous-ventriculaire 
a) Neurogenèse au niveau de la ZSV 
Le système olfactif des mammifères est un excellent modèle pour étudier le 
développement des circuits neuronaux. Il guide de nombreux comportements, 
comme l’alimentation, le comportement social et la reproduction. De plus, le système 
olfactif présente la particularité de remodeler en permanence ses circuits olfactifs car 
des neurones sont ajoutés et remplacés tout au long de la vie (Lledo et al., 2006). 
Cette neurogenèse est initiée dans la zone sous-ventriculaire qui s’étend le long des 
ventricules latéraux dans le cerveau adulte (Figure 4). Dans la ZSV, des cellules de 
type astrocytaire exprimant la GFAP (glial fibrillary acidic protein), ont une fonction de 
cellules souches neurales (CSN) (Doetsch et al., 1999a). Cette caractéristique inclue 
le cerveau humain, où des astrocytes de la SVZ ayant des capacités de cellules 
souches ont été identifiées in vitro (Sanai et al., 2004) (Leonard et al., 2009) (van 
den Berge et al., 2010). Les CSN adultes se divisent lentement et donnent naissance 
aux progéniteurs nerveux, qui se divisent rapidement. Ces derniers se différencient 
en neuroblastes (Lois and Alvarez-Buylla, 1994), qui expriment les marqueurs de 
cellules en migration comme la doublecortine (DCX) et PSA-NCAM.  
b) Migration vers les bulbes olfactifs 
Après leur formation dans la ZSV, les neuroblastes s’organisent en amas de cellules 
et migrent dans une gaine de cellules astrocytaires (Lois and Alvarez-Buylla, 1994), 
le long d’un chemin de migration rostrale (RMS pour rostral migratory stream) (Figure 
6A). Chez l’humain, la gaine de cellules astrocytaires n’a pas été mise en évidence 
(Sanai et al., 2004). Bien caractérisée chez le rongeur, la migration des neuroblastes 
le long des ventricules peut prendre différentes directions, mais dans le RMS ils 
migrent regroupés en chaine dans une gaine d’astrocytes et 80% d’entre eux migrent 
de façon rostrale (i.e vers le rostrum, latin pour « bec ») jusqu’aux bulbes olfactifs 
(BO) (Bolteus and Bordey, 2004). La migration dans le RMS n’est pas uniforme et les 
cellules peuvent s’arrêter et même changer de direction (Nam et al., 2007). 
L’orientation et la migration des neuroblastes dans le RMS pourraient dépendre du 
flux de liquide céphalo-rachidien induit par le battement des cils des cellules de 
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l’épendyme, des cellules épithéliales organisées en monocouches qui bordent les 
ventricules. En effet, dans les souris présentant des cils motiles défectueux, les 
neuroblastes ne peuvent pas migrer correctement dans RMS, prouvant que la 
circulation normale du liquide céphalo-rachidien est nécessaire à la bonne orientation 
des neuroblastes avant leur migration jusqu’aux bulbes olfactifs (Sawamoto et al., 
2006). De plus, il a été prouvé récemment que les chaines migratoires de 
neuroblastes sont intimement associées aux vaisseaux sanguins qui sont  supposés 
servir de soutien pour la migration (Snapyan et al., 2009). Une fois qu’ils ont atteint le 
bulbe olfactif, les neuroblastes se détachent de la chaîne de migration et migrent de 
façon radiaire afin de s’intégrer aux réseaux neuronaux existants de la zone corticale 
(Lois and Alvarez-Buylla, 1993). La migration des neuroblastes est similaire chez les 
des singes nouveaux nés et adultes (Gil-Perotin et al., 2009) (Pencea et al., 2001a). 
Chez l’homme, deux études ont démontré la présence d’un RMS dans le cerveau 
fœtal humain (Weickert et al., 2000) (Guerrero-Cazares et al., 2011). Cependant, 
l’existence d’un RMS dans le cerveau adulte humain reste controversée. En effet, on 
retrouve des cellules en prolifération dans la ZSV du cerveau adulte humain, ainsi 
que des neurones immatures migrant dans une structure assimilée au RMS (Sanai et 
al., 2004) (Curtis et al., 2007). Ces articles ont cependant été remis en question par 
une autre équipe qui clame que l’existence d’une chaine de migration des neurones 
immatures dans le cerveau adulte humain n’est pas clairement établie (Sanai et al., 
2007). Cette même équipe a ensuite prouvé que le cerveau des nouveaux nés 
humain contient effectivement un large couloir de migration des neurones immatures 
jusqu’à 18 mois, mais que la neurogenèse diminue sensiblement durant l’enfance 
pour devenir quasi inexistante à l’âge adulte (Sanai et al., 2011). Enfin, une 
publication récente semble confirmer l’existence d’un RMS dans le cerveau simien et 
humain adulte (Wang et al., 2011). Cependant, si les neuroblastes sont présents 
dans la partie antérieure ventrale de la ZSV et dans le RMS, ils ne semblent pas 
atteindre les bulbes olfactifs (Wang et al., 2011).  
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A 
B 
Figure 6 : Neurogenèse de la zone sous-ventriculaire vers les bulbes olfactifs 
(A) Schéma de migration des neuroblastes dans le cerveau adulte murin, et des étapes de 
maturation des interneurones du bulbe olfactif. Les neuroblastes formés dans la ZSV migrent 
le long du RMS en chaîne. Dans le bulbe olfactif,  les neuroblastes migrent de façon radiaire 
dans la couche de cellules granulaires et la couche glomérulaire et se différencient en 
cellules granulaires et cellules périglomérulaires. DG, gyrus denté; CC, corps calleux ; Ctx, 
Cortex ; ZSV, Zone sous-ventriculaire ; RMS, chemin de migration rostrale ; OB, Bulbe 
olfactif. (Whitman and Greer, 2009) (B) Organisation cellulaire du bulbe olfactif murin 
(Yoshihara et al., 2005). 
23
c) Différenciation des neuroblastes en cellules granulaires 
Au fur et à mesure de leur intégration dans les réseaux neuronaux du bulbe olfactif, 
les neuroblastes se différencient progressivement en cellules granulaires et 
interneurones périglomérulaires. Petreanu et Alvarez-Buylla définissent 5 étapes de 
différenciation des neuroblastes en cellules granulaires chez la souris (Petreanu and 
Alvarez-Buylla, 2002) (figure 6A). En utilisant un marquage rétroviral permettant de 
cibler les précurseurs dans la ZSV, ils ont prouvé que les cellules migrent 
tangentiellement à travers le RMS jusqu’aux bulbes olfactifs entre 2 et 7 jours après 
infection. Les neuroblastes migrants ont une morphologie simple, avec un long corps 
et de courts prolongements. Puis les neuroblastes (jours 5-7) migrent de façon 
radiaire à travers la couche de cellules granulaires du bulbe olfactif, en gardant la 
même morphologie. Les cellules semblent avoir stoppé leur migration et atteint leur 
position finale dans la couche de cellules granulaires 9 à 13 jours après infection, 
Elles ont un simple prolongement dendritique se dirigeant vers la couche de cellules 
mitrales sans la traverser (figure 6 A,B). A la 4ème étape de différenciation, les 
cellules granulaires fraichement formées étendent leurs dendrites mais ne 
développent pas encore d’épines dendritiques, tandis qu’elles atteignent à l’étape 5 
leur morphologie finale, avec des épines dendritiques fonctionnelles. Entre 15 et 45 
jours après leur formation, environ 50% des cellules granulaires nouvellement 
formées meurent ; les autres peuvent survivre jusqu’à un an chez les rongeurs 
(Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002) (Winner et al., 2002). L’apprentissage de 
nouvelles odeurs influence à la fois la survie et l’intégration des nouveaux neurones 
(Alonso et al., 2006) (Mouret et al., 2008). 
d) Intégration synaptique 
Une des interrogations principales concernant la neurogenèse adulte était de savoir 
si les nouveaux neurones formés pouvaient s’intégrer dans le réseau synaptique 
préexistant, et si oui, s’ils altéraient les fonctions cérébrales préexistantes. Il existe 
plusieurs preuves de l’intégration synaptique des neurones formés à l’âge adulte. 
Les nouvelles cellules granulaires présentant des morphologies de neurones 
matures possèdent un potentiel synaptique, incluant des courants glutamatergiques 
(Carleton et al., 2003). Quant aux neuroblastes, à tout âge de leur maturation, ils 
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expriment des récepteurs pour l’acide -aminobutyrique (GABA), mais qui pourrait 
correspondre à un signal GABA extrasynaptique (Carleton et al., 2003) (Bolteus and 
Bordey, 2004). En utilisant des marqueurs synaptiques et la microscopie 
électronique, il a été prouvé  que l’intégration synaptique des cellules granulaires se 
déroule durant deux étapes de différenciation chez la souris : 10 jours après leur 
naissance dans la ZSV où les premières connections se forment, et vers 21 jours, 
avec la formation de connections dendro-dendritiques dans la couche externe du 
bulbe olfactif (Whitman and Greer, 2007) (figure 6B). La formation rapide de 
connections synaptiques permet aux nouveaux neurones de recevoir des 
informations du réseau neuronal existant avant d’y contribuer. Ainsi, les nouveaux 
neurones s’intégrant aux circuits fonctionnels « écoutent avant de parler » (Kelsch et 
al., 2008). Il n’y a pas de preuve d’intégration synaptique des neuroblastes formés 
dans la ZSV du cerveau adulte humain, qui semblent migrer au plus loin jusqu’au 
tractus olfactif, mais ne pas atteindre le bulbe olfactif (Wang et al., 2011). Cependant, 
ces études sont encore controversées et les auteurs n’excluent pas la possibilité que 
les jeunes neuroblastes du cerveau adulte humain expriment des marqueurs 
différents et encore non caractérisés à leur arrivée dans le bulbe olfactif (Wang et al., 
2011). 
2.1.3 Autres sites de neurogenèse dans le cerveau adulte mammifère.  
Il est important de noter que la neurogenèse ne semble pas se limiter exclusivement 
à la ZSV et  la ZSG, même si elles sont les zones principales de formation de 
nouveaux neurones dans le cerveau adulte. La production de nouveaux neurones a 
été décrite dans le néocortex, les bulbes olfactifs, le cortex piriforme, le striatum, la 
substance noire et l’hypothalamus (Migaud et al., 2010). Il existe toujours des 
controverses sur l’existence d’une neurogenèse dans ces zones considérées à priori 
non-neurogéniques. En effet, certaines études n’ont été capable de détecter la 
génération de nouveaux neurones seulement après stress ou manipulation 
pharmacologiques (Emsley et al., 2005). C’est le cas de l’hypothalamus, structure 
responsable du contrôle de nombreuses fonctions neuroendocrines comme la 
reproduction ou l’homéostasie. La prolifération cellulaire et la production de 
nouveaux neurones ont été prouvées dans l’hypothalamus de nombreuses espèces 
à l’âge adulte, bien que non encore démontrées chez l’humain et les primates non-
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humains (Huang et al., 1998) (Pencea et al., 2001b) (Kokoeva et al., 2005) 
(Matsuzaki et al., 2009). Quelques études supposent l’existence de CSN dans 
l’hypotalamus au bord du troisième ventricule cérébral qui seraient capables de 
produire des neurones tout au long de la vie (Migaud et al., 2010). Les plus 
importantes découvertes sur ces nouvelles zones de neurogenèse dans le cerveau 
adulte sont recensées dans le tableau 1. Cependant, il reste à prouver que ces 
nouvelles zones de neurogenèse sont peuplées de CSN que l’on peut caractériser in 
vivo, et si oui, si elles partagent les propriétés des CSN de la ZSV ou de la ZSG. Il 
reste aussi à prouver l’implication fonctionnelle de ces nouveaux sites de 
neurogenèse dans le cerveau adulte et leur existence et leur fonctionnalité dans le 
cerveau humain.  
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Tableau 1 : Autres zones de neurogenèse dans le cerveau adulte 
D’autres zones de neurogenèse que la ZSV et la ZSG semblent exister dans le cerveau 
adulte, même si leur existence reste controversée. 
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2.2 Caractérisation des cellules souches neurales  
2.2.1 Mise en évidence des CSN adultes et de leurs cellules filles 
L’analyse de l’ultrastructure de la ZSV chez la souris adulte a montré l’existence de 
cellules qui présentaient des propriétés d’astrocytes : expression de la protéine acide 
fibrillaire gliale GFAP (filament intermédiaire présent sur les astrocytes) du 
transporteur de glutamate GLAST (permettant notamment de réguler la concentration 
extracellulaire en glutamate)  ainsi que d’autres marqueurs astrogliaux  (Doetsch et 
al., 1997, Platel et al., 2008a). Ces cellules, appelées cellules de type B, peuplent la 
ZSV avec des progéniteurs immatures en prolifération ou cellules de type C et de 
neuroblastes en migration, nommées cellules de type A (Doetsch et al., 1997) (figure 
7A). Le traitement par la drogue anti-mitotique cytosine D--arabinofuroside (Ara-C) 
ou la [3H]-thymidine détruit les cellules en prolifération et les chaines de 
neuroblastes. Quelques jours après l’arrêt du traitement, on observe une reprise de 
la neurogenèse (Morshead et al., 1994) (Doetsch et al., 1999a). Les cellules de type 
B deviennent plus abondantes après traitement et sont responsables de la 
régénération de la ZSV. Puis il a été observé une réapparition progressive des 
cellules de type C et enfin des cellules de type A (Doetsch et al., 1999a). La 
caractérisation de la recolonisation des zones neurogéniques a permis d’établir la 
filiation entre les trois différentes populations de cellules dans la ZSV (type B  type 
C  type A) (Doetsch et al., 1999a) (Figure 7A). Une autre classification a été créée 
pour distinguer les cellules de la ZSG : les progéniteurs intermédiaires correspondent 
aux cellules de type D ; les neuroblastes aux cellules de type G, (Seri et al., 2001) 
(Figure 7B). D’autres approches ont permis de confirmer que la GFAP est un 
marqueur des CSN. Il restait en effet envisageable que les cellules GFAP ne soient 
pas à l’origine de la reprise de la neurogenèse mais qu’elles agissent comme un 
support neurotrophique nécessaire à la neurogenèse. L’utilisation de souris 
transgéniques exprimant la thymidine kinase sous le contrôle du promoteur de la 
GFAP et le traitement de ces souris par le ganciclovir conduit à la destruction des 
cellules de type B et abolit la neurogenèse dans la ZSV et de la ZSG (Morshead et 
al., 2003) (Garcia et al., 2004) prouvant que les cellules GFAP sont indispensables à 
la neurogenèse. De plus, le traçage génétique a permis de mettre en évidence que 
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les cellules de type C et de type A dérivent des cellules exprimant la GFAP (Garcia et 
al., 2004). Dans la ZSG, les CSN ont la même nature astrocytaire que les cellules 
souches bordant le ventricule avec l’expression de la GFAP (Seri et al., 2001). Ces 
travaux démontrent formellement que les cellules de type B GFAP+ sont les CSN à 
l’origine de la neurogenèse dans le cerveau adulte.  
Figure 7 : Composition cellulaire des niches neurogéniques dans la ZSV et la 
ZSG 
(A) La ZSV borde le ventricule lateral (LV), elle est séparée du ventricule par une couche de 
cellules ependymaires (E). Les CSN (B) entourent les neuroblastes néoformés (A) et les 
progéniteurs intermédiaires de type C. Les cellules de type B sont enchâssées dans la 
couche basale (BL) à proximité des micro-vaisseaux (BV). (B) Au niveau du Gyrus Denté de 
l’hippocampe, la niche des CSN de l’hippocampe contient les cellules souches (B) qui sont 
en contact avec la lame basale des microvaisseaux (BV), les progeniteurs intermediaires (D) 
et les neuroblastes néoformés (G). Adapté de (Doetsch, 2003) 
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Processus de 
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2.2.2 Organisation de la niche neurogénique dans la ZSV 
Des études récentes prouvent que les cellules de type B gardent des propriétés de la 
glie radiaire (cellules souches embryonnaires). Elles sont intercalées dans la couche 
de cellules épendymaires bordant le ventricule latéral, avec une terminaison apicale 
contactant le ventricule (Mirzadeh et al., 2008, Tavazoie et al., 2008) (Shen et al., 
2008). Les CSN et leurs cellules filles du cerveau adulte murin sont regroupées dans 
un microenvironnement particulièrement spécialisé appelé niche neurogénique 
(figure 7). L’équipe d’Arturo Alvarez-Buylla a proposé récemment un modèle 
permettant  une meilleure compréhension de l’oganisation complexe de la niche 
neurogénique dans la ZSV (Fuentealba et al., 2012). Notons qu’ils ont appelé ici les 
CSN cellules de type B1 pour la ZSV par opposition aux autres astrocytes non 
souches peuplant la ZSV et baptisées B2. Dans ce modèle, il est proposé par de 
compartimenter l’environnement des cellules souches de type B1 en trois domaines : 
domaine proximal ou apical (I), domaine intermédiaire (II) et domaine distal ou basal 
(III) (figure 8). Le domaine proximal des cellules de type B1 est en contact direct avec 
le ventricule. Ce contact avec le ventricule peut être observé par des préparations en 
« whole mount » (vue en face) de la zone sous-ventriculaire. Les CSN expriment un 
cil primaire contactant le ventricule (Mirzadeh et al., 2008). Cette caractéristique les 
différencie des cellules épendymaires, qui ont une grande surface apicale présentant 
au moins 50 cils motiles au liquide céphalo-rachidien circulant dans les ventricules 
(Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). Un nouveau type de cellules épendymaires 
(E2) semblent contenir seulement deux longs cils (Mirzadeh et al., 2008) mais la 
fonction de ces cellules reste inconnue. Sur la surface ventriculaire, les cellules de 
type B1 sont entourées de cellules épendymaires, dans une organisation unique 
baptisée « pinwheel architecture » que nous traduirons ici par « architecture 
alvéolaire » (Mirzadeh et al., 2008). Les cellules épendymaires aident au maintien de 
la structure et permettent l’orientation du flux de liquide céphalo-rachidien avec leurs 
multiples cils motiles (Sawamoto et al., 2006). Les cellules de type B1 avec leur 
petite surface apicale, sont en contact direct avec le liquide céphalo-rachidien, qui 
contient des facteurs solubles qui pourraient améliorer la croissance et la survie des 
progéniteurs neuronaux (Lehtinen and Walsh, 2011). 
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Figure 8 : Schéma des 3 différents domaines des cellules de type B dans la 
ZSV murine adulte  
Les CSN sont les cellules de type B1 (en bleu). Elles sont entourées par des cellules 
épendymaires multiciliées (E), formant des structures alvéolaires ou « pinwheel » sur la 
surface ventriculaire. Les cellules de type B1 se différencient en progéniteurs nerveux, ou 
cellules de type C (en vert) qui se divisent et se différencient pour donner naissance aux 
neuroblastes (cellules de type A en rouge). Les CSN ont des propriétés de cellules 
épithéliales, avec une surface apicale contactant le ventricule (V) et présentant un cil 
primaire et un long prolongement basal se terminant sur les vaisseaux sanguins (BV en 
violet). (Fuentealba et al., 2012) 
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Le maintien de la neurogenèse tout au long de la vie adulte nécessite le contrôle de 
la prolifération des CSN. En effet, il a été proposé que des mécanismes de 
rétrocontrôle pourraient exister et informer les CSN du nombre de nouveaux 
neurones déjà formés. Dans leur domaine intermédiaire, les cellules de type B1 sont 
en contact avec les progéniteurs et les neuroblastes, permettant certainement un 
rétrocontrôle direct des cellules différenciées via des signaux vers les CSN (Liu et al., 
2005) (Kawaguchi et al., 2013). Les vaisseaux sanguins de la ZSV étendent leur 
matrice extracellulaire jusqu’au contact des cellules de type B1 et C (Mercier et al., 
2002). Dans leur domaine basal (III) les cellules de type B1 sont intimement 
associées aux vaisseaux sanguins en contactant directement les cellules 
endothéliales (Shen et al., 2008) (Tavazoie et al., 2008). Des clusters de cellules B1 
et C en division sont associés aux vaisseaux sanguins aux endroits où la barrière 
hémato-encéphalique paraît plus poreuse (Tavazoie et al., 2008). Des facteurs 
sanguins pourraient directement avoir accès aux CSN et progéniteurs et réguler leur 
prolifération, cet aspect sera détaillé plus loin. 
Dans la ZSV du primate, l’organisation structurale est un peu différente de celle 
décrite chez le rongeur. Chez l’homme, même si les CSN humaines expriment la 
GFAP (Kukekov et al., 1999) (Sanai et al., 2004), elles sont séparées de la couche 
de cellules ependymaires par un espace, ou « gap », absent de la ZSV des 
rongeurs, ce qui suppose une organisation différente de la niche qui reste à 
caractériser (Sanai et al., 2004).  
2.2.3 Marqueurs caractéristiques des CSN adultes 
Il n’existe pas encore à ce jour de marqueur moléculaire spécifique des cellules de 
type B1. Trouver un marqueur spécifique qui permettrait de distinguer les CSN des 
autres astrocytes peuplant les zones neurogéniques reste un des défis principaux 
dans le domaine de la neurogenèse adulte. Nous décrirons plus spécifiquement les 
marqueurs caractérisant les CSN présentes dans la zone sous-ventriculaire qui font 
l’objet de mon travail de thèse. Bien que les cellules de type B1 de la ZSV, comme 
les cellules de la glie radiaire embryonnaires, expriment la Nestin et Sox2,  elles 
expriment aussi la GFAP, le transporteur au glutamate GLAST ainsi que la BLBP 
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(brain lipid binding protein) (Doetsch et al., 1999a, Liu et al., 2006). Mais tous ces 
marqueurs communément utilisés pour distinguer les CSN dans les zones 
neurogéniques adultes sont aussi des marqueurs de cellules astrocytaires et ne 
permettent donc pas de distinguer les cellules de type B1 des astrocytes non 
souches. Le S100, marqueur de cellules gliales, a été utilisé pour distinguer les 
astrocytes matures des CSN dans la ZSV (Raponi et al., 2007). Le S100  est un 
marqueur d’astrocytes matures, mais n’est pas un marqueur de CSN puisqu’il n’est 
pas exprimé par les cellules de type B1 dans la ZSV (Raponi et al., 2007). Nous 
avons vu que les CSN sont partiellement imbriquées dans la couche de cellules 
épendymaires et qu’elles possèdent un cil primaire (Mirzadeh et al., 2008). 
Cependant, les marqueurs ciliaires comme la prominin 1 (ou CD133 chez l’humain) 
(Pinto et al., 2008) (Weigmann et al., 1997) sont également exprimés sur les cellules 
épendymaires et ne permettent pas une identification exclusive des CSN. Un des 
récent candidats prometteur est le récepteur nucléaire tailless (Tlx) qui est exprimé 
dans les cellules de type B1 et semble être essentiel au bon déroulement de le 
neurogenèse adulte (Liu et al., 2008). Cependant, il a été récemment prouvé que Tlx 
est aussi exprimé dans les cellules de type C de la ZSV (Li et al., 2012). Un autre 
candidat est l’inhibiteur de fixation à l’ADN 1 (Id1), un inhibiteur des facteurs de 
trancription de type bHLH. Une forte expression d’Id1 identifie une rare population 
d’astrocytes GFAP+ avec des propriétés de cellules de type B le long des ventricules 
latéraux du cerveau adulte murin. Les cellules Id1high sont relativement quiescentes, 
se divisent asymétriquement et peuvent générer des cellules de type B1 ainsi que 
des cellules différenciées exprimant des niveaux de plus en plus faibles d’Id1 (Nam 
and Benezra, 2009). Les cellules exprimant fortement Id1 dans la ZSV pourraient 
donc correspondre aux CSN. De plus les protéines Id semblent coordonner et 
favoriser l’ancrage des CSN à leur niche. En effet, l’inactivation conditionnelle des 3 
gènes Id (Id1, Id2 et Id3) dans les CSN entraine le détachement des CSN 
embryonnaires et postnatales de la niche ventriculaire et vasculaire, respectivement 
(Niola et al., 2012). Cependant, l’expression d’Id1 n’est pas exclusive aux CSN, seul 
un gradient d’expression permet de distinguer les cellules souches des cellules 
différenciées. De plus une forte expression d’Id1 est aussi associée aux cellules 
endothéliales, présentes dans les niches neurogéniques de la ZSV (Ciarrocchi et al., 
2007). Parmi les découvertes les prometteuses concernant les marqueurs de cellules 
B1, le Lewis X (LeX/CD15) est un carbohydrate extracellulaire présent sur les 
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cellules souches embryonnaires pluripotentes et également enrichi dans une sous-
population de cellules de la ZSV exprimant la GFAP (Capela and Temple, 2002). Le 
LeX a été utilisé pour enrichir la population de cellules de la ZSV pouvant former des 
colonies in vitro et est considéré comme un marqueur potentiel des CSN. De plus 
LeX semble être plus spécifique des zones neurogéniques qu’un marqueur 
astrocytaire comme la GFAP puisque les astrocytes non neurogéniques du cortex 
adulte ne l’expriment pas (Imura et al., 2006). L’intérêt du LeX par rapport au Tlx ou à 
l’Id1 est que c’est un récepteur membranaire, il pourrait permettre une meilleure 
purification des CSN. Des études récentes s’intéressent à la structure des 
carbohydrates pour produire des anticorps anti-LeX encore plus spécifiques des CSN 
(Hennen et al., 2011). 
Dans le cerveau adulte humain, bien que la neurogenèse soit quasi-inexistante et 
controversée, cela n’exclut pas la présence de cellules souches quiescentes, dont 
les marqueurs caractéristiques restent à déterminer  (Curtis et al., 2007, Sanai et al., 
2007, Sanai et al., 2011). Quelques-unes de ces cellules pourraient fonctionner 
comme des cellules souches in vitro. Une analyse transcriptionnelle a montré que les 
astrocytes périventriculaires humains possèdent des marqueurs distincts des 
astrocytes parenchymaux (Oldham et al., 2008), et pourrait conduire à une meilleure 
appréhension des astrocytes aux propriétés souches chez l’homme adulte.  
2.2.4 Purification des CSN adultes et des cellules filles dans la ZSV 
Plusieurs études ont utilisé ces marqueurs de CSN ou une combinaison de 
marqueurs pour purifier les populations de la ZSV par cytométrie en flux (FACS pour 
fluorescence-activated cell sorting). La plupart des équipes ont caractérisé les 
populations enrichies en CSN par leur capacité à former des neurosphères in vitro. 
La technique de culture en neurosphères évalue la capacité des cellules, cultivées 
en milieu liquide sans adhérence et en présence de facteurs de croissances, à 
former des amas de cellules de forme sphérique i.e neurosphères (prolifération) qui 
peuvent survivre après plusieurs passages (autorenouvellement) et qui peuvent se 
différencier en astrocytes, oligodendrocytes ou neurones (multipotence) (Reynolds 
and Weiss, 1992). Une étude pionnière a purifié les CSN par cytométrie en flux et 
montré que la population Nestin+PNAlowHSAlow dans la ZSV regroupe 63% des 
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cellules capables de former des neurosphères in vitro et a la capacité de se 
différencier en neurones (Rietze et al., 2001). L’équipe de Kawaguchi a ensuite 
généré des souris transgéniques, qui expriment la GFP sous le promoteur de la 
Nestin, permettant une distinction facile des cellules exprimant la Nestin par 
cytométrie en flux. En triant les cellules Nestin-GFP(+), ils sont parvenus à isoler les 
populations capables de former des neurosphères, sans toutefois pouvoir corréler 
l’expression de la Nestin à la quantité de neurosphères formées (Kawaguchi et al., 
2001). La capacité des CSN de la ZSV à proliférer in vitro en présence d’EGF a 
ensuite été exploitée en triant les cellules EGFRhigh vs EGFRlow, pour prouver que les 
cellules exprimant fortement l’EGFR rassemblaient une grande majorité des cellules 
formant des neurosphères in vitro, sans pouvoir distinguer les CSN en prolifération 
des cellules de type C (Ciccolini et al., 2005). Plus récemment, Pastrana et coll. ont 
réussi à distinguer les cellules de type B1 en prolifération des cellules de type C en 
utilisant des souris transgéniques GFAP-GFP pour marquer les astrocytes ainsi 
qu’un ligand fluorescent de l’EGFR pour marquer les cellules exprimant le récepteur 
à l’EGF (Pastrana et al., 2009).  Cette technique exploite le fait que les cellules de 
type B1 et C n’expriment pas le CD24 et commencent à l’acquérir au stade de cellule 
de type A (Rietze et al., 2001).  Cela a permis de purifier par cytométrie en flux les 
cellules de type B1 en prolifération [GFAP-GFP(+)EGFR(+)CD24(-)], les cellules de 
type C [GFAP-GFP(-)EGFR(+)CD24(-)] ainsi que les cellule de type A [GFAP-GFP(-
)EGFR(-)CD24(+)]. Les CSN  peuvent être aussi purifiées grâce à leur 
caractéristique de cellules ciliées (Beckervordersandforth et al., 2010). De jeunes 
souris GFAP::GFP ont été utilisées, et les cellules de la ZSV ont été marquées avec 
un anticorps fluorescent reconnaissant une protéine spécifique des cils des cellules 
gliales pendant le développement : la prominin-1 (ou CD133 chez l’humain). Les 
cellules GFAP::GFP(+)-Prominin1(+) ont été isolées et identifiées comme cellules de 
type B1, et les voies caractéristiques associées ont été évaluées par analyse 
transcriptomique globale (microarray). Cette étude a démontré l’importance des voies 
de signalisation liées à la formation du cil primaire chez les CSN et notamment de la 
protéine ciliaire IFT88 dont la délétion diminue fortement la prolifération dans la ZSV 
(Beckervordersandforth et al., 2010). Enfin, l’utilisation du marqueur membranaire 
LeX permet de trier une population enrichie en CSN sans utiliser des souris 
transgéniques (Capela and Temple, 2002). Les cellules LeX+ représentant seulement 
4% des cellules peuplant la ZSV, sont enrichies en cellules formants des 
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neurosphères in vitro. De plus, elles expriment la GFAP et se divisent au bord des 
ventricules latéraux in vivo, caractéristiques des CSN (Capela and Temple, 2002). 
Le tableau 2 récapitule les principaux marqueurs permettant de distinguer les CSN et 
de leurs cellules filles dans la ZSV connus à ce jour.  
Tableau 2 : Principaux marqueurs des CSN et leurs cellules filles dans la ZSV 
On définit dans ce tableau 5 principaux types cellulaires peuplant la ZSV, des cellules 
souches neurales quiescentes aux neuroblastes migrants vers les bulbes olfactifs. Les CSN 
en prolifération expriment l’EGFR représenté ici par des petits récepteurs en rose (Doetsch 
et al., 2002, Pastrana et al., 2009), avant de se différencier en progéniteurs nerveux. Ces 
cellules de type C vont se différencier en neuroblastes dans la ZSV en gardant l’expression 
de l’EGFR (Kim et al., 2009). Ces neuroblastes EGFR+ perdent l’expression de l’EGFR au 
cours de leur migration dans le RMS (Kim et al., 2009). En bleu sont recensés les principaux 
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marqueurs connus et utilisés à ce jour pour caractériser les CSN. En jaune sont indiqués les 
marqueurs caractéristiques des progéniteurs. Les neuroblastes sont régulièrement identifiés 
par les marqueurs surlignés ici en rouge.  
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3.   MODIFICATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES DE LA 
NEUROGENESE ADULTE 
3.1 Stimulation par l’enrichissement, l’exercice ou la gestation 
De plus en plus de preuves accordent à la neurogenèse adulte des fonctions 
cérébrales spécifiques, comme l’apprentissage des odeurs pour la neurogenèse 
dans la ZSV, et la formation de la mémoire spatiale ainsi que les effets 
comportementaux des traitements antidépresseurs pour la neurognèse dans la ZSG 
de l’hippocampe (Gheusi et al., 2000, Santarelli et al., 2003, Kempermann et al., 
2004, Zhang et al., 2008). De nombreux facteurs environnementaux, ainsi que la 
stimulation des activités neuronales ont une influence sur les différentes étapes de la 
neurogenèse adulte. Les conditions de vie des animaux en laboratoire sont plutôt 
sommaires et il a été montré que la neurogenèse pouvait être stimulée lorsque l’on 
enrichissait l’environnement des souris. L’enrichissement de l’environnement 
consiste à placer les animaux dans des cages plus grandes, dans de plus grands 
groupes, favorisant ainsi les interactions sociales entre les animaux. Si la 
multiplication des cellules souches et des progéniteurs nerveux de la ZSV n’est pas 
stimulée, la survie des nouveaux neurones dans le bulbe olfactif est nettement 
améliorée (Rochefort et al., 2002). Chez les rongeurs, les capacités olfactives 
(mémorisation et discrimination des odeurs) semblent corrélées avec l’intensité de la 
neurogenèse dans la ZSV. Si les capacités olfactives des animaux sont peu 
exploitées, alors la survie des neurones dans le bulbe olfactif est fortement réduite 
(Corotto et al., 1994). Par ailleurs, des études ont montré que l’exercice physique 
augmentait la multiplication et la différenciation des CSN et progéniteurs nerveux 
dans l’hippocampe (van Praag et al., 2000). L’accroissement du nombre de neurones 
produits suite à l’exercice pourrait résulter d’une élévation du taux de sérotonine ou 
de facteurs neurotrophiques qui stimuleraient la survie des neurones nouvellement 
formés. Les neurones ainsi générés s’intègrent dans l’hippocampe et améliorent les 
capacités de mémorisation des souris, évaluées grâce à des tests comportementaux 
(van Praag et al., 2000). Chez la souris, l’augmentation des taux d’œstrogènes 
circulants pendant la gestation stimule la production de neurones au niveau du gyrus 
denté de l’hippocampe (Tanapat et al., 1999). Par ailleurs, il a été montré que la 
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synthèse de prolactine chez les souris, au cours de la gestation et post partum, 
augmente la neurogenèse dans la ZSV ainsi que la production de nouveaux 
neurones dans le bulbe olfactif (Shingo et al., 2003). Cependant, cette stimulation de 
la neurogenèse produisant de nouveaux neurones dans le bulbe olfactif, elle pourrait 
permettre d’améliorer les capacités de reconnaissance des mères pour leurs petits. 
Cette hypothèse a été infirmée car l’irradiation de la ZSV permettant le blocage de la 
neurogenèse dans les bulbes olfactifs ne semble pas affecter l’instinct maternel des 
femelles, ni leur capacité à reconnaître leur progéniture (Feierstein et al., 2010).  
3.2 Reprise de la neurogenèse après ischémie cérébrale 
  
L’accident vasculaire cérébral ischémique est causé par l’occlusion de l’artère 
cérébrale qui entraîne la perte ou la réduction de la circulation sanguine dans le 
cerveau. Cette occlusion mène à un infarctus qui entraîne la mort des neurones, 
astrocytes et oligodendrocytes dans la région ischémiée  (Dirnagl et al., 1999). La 
stimulation des CSN endogènes peut permettre le replacement neuronal des zones 
ischemiées.  En utilisant la technique d’occlusion de l’artère cérébrale moyenne 
(MCAO) chez les rongeurs adultes, on observe une stimulation de la prolifération 
cellulaire et la neurogenèse dans la ZSV et la ZSG (Arvidsson et al., 2002) (Jin et al., 
2001) (Zhang et al., 2001). Deux semaines après lésion ischémique, les 
neuroblastes nouvellement formés se dirigent vers la zone lésée où certains se 
différencient en neurones matures (Kokaia and Lindvall, 2003) (Lindvall et al., 2004). 
Les neuroblastes issus de la ZSV peuvent remplacer les neurones endommagés 
après lésion cérébrale dans l’hippocampe, le striatum, le neocortex et d’autres 
régions endommagées du système nerveux central (Jin et al., 2003b) (Kuge et al., 
2009) (Zhang et al., 2001). Cependant, le nombre de neurones produits par les CSN 
endogènes est très faible (environ 0,2% des cellules striatales perdues), et la survie 
des nouveaux neurones dans les régions ischémiées est limitée (Arvidsson et al., 
2002). Une stimulation de la prolifération dans la ZSV et la ZSG a aussi été prouvée 
sur des modèles expérimentaux artificiels de traumatismes craniocérébraux, crises 
d’épilespsie ou ischémie globale, dans la première semaine suivant la lésion (Kernie 
and Parent, 2010). Les  CSN adultes endogène présentent un fort potentiel 
d’application thérapeutique pour la réparation nerveuse mais leur utilisation nécessite 
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une meilleure compréhension des facteurs régulant leur prolifération et leur 
différenciation (Barkho and Zhao, 2011). Ces différentes études sur la régulation de 
la neurogenèse par des modifications physiopathologiques ne sont que quelques 
exemples dans un domaine qui ne cesse de se développer (figure 9). 
Figure 9 : Régulation physiologique et physiopathologique de la neurogenèse 
adulte  
(A) Influence de différentes activités sur la neurogenèse issue de la ZSV. L’intégration de 
nouveaux neurones dans les circuits préexistants sont influencées par les expériences liées 
à l’odorat. (B) Influence de différentes activités sur la neurogenèse issue de la ZSG. Figure 
issue de (Ma et al., 2009). 
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3.3 Rayonnements ionisants et neurogenèse 
3.3.1 Irradiation du système nerveux central 
Les rayonnements ionisants sont des rayonnements capables de créer une 
ionisation, c’est à dire capables d’arracher un électron à une molécule. Ils sont 
produits par la décroissance d’éléments radioactifs (Cobalt60, Cesium167) ou par 
des rayonnements ionisants électromagnétiques (rayons X). La dose absorbée 
correspond à la quantité d’énergie moyenne délivrée par le rayonnement traversant 
la matière. Cette quantité d’énergie est communément exprimée en Gray (Gy). La 
radiothérapie constitue un des traitements majeurs pour les tumeurs primaires du 
cerveau, ainsi que les métastases cérébrales ou les cancers « tête et cou ». Des 
altérations structurelles et fonctionnelles sévères apparaissent pour des traitements à 
forte dose (>60 Gy) (Tofilon and Fike, 2000). Des doses plus faibles (18-24Gy) 
peuvent créer des troubles cognitifs, mais ne semblent pas entraîner d’altérations 
majeures de la morphologie cellulaire (Roman and Sperduto, 1995). Des dommages 
dans le cerveau dus aux traitements par radiothérapie sont parfois observés, incluant 
des anormalités dans la zone périventriculaire (Stylopoulos et al., 1988). 
3.3.2 Les effets cellulaires des rayonnements ionisants 
Les rayonnements ionisants entrainent des altérations structurales de l’ensemble des 
constituants cellulaires (ADN, protéines et lipides). Ils peuvent modifier les bases de 
l’ADN, induire des pontages, des cassures de l’ADN, et endommager les protéines et 
les lipides. Les rayonnements ionisants induisent la radiolyse de l’eau, ce qui génère 
des ROS (pour reactive oxygen species). Les éléments libérés sont H2, H2O2 et les 
radicaux libres : OH., H2O. qui provoquent un stress oxydant. Ces éléments peuvent 
intéragir avec les composants biologiques, entrainant leur modification chimique : les 
lipides peuvent être peroxydés, les protéines oxydées et l’ADN lésé. Au niveau 
cellulaire, les rayonnements ionisants ont deux conséquences majeures : un arrêt du 
cycle cellulaire pour permettre la réparation de l’ADN ou l’induction de l’apoptose 
lorsque les cassures de l’ADN ou les altérations des macromolécules sont trop 
importantes pour être réparées. L’induction de l’apoptose par l’activation de la 
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protéine p53 comporte trois niveaux de régulations : l’activation de la transcription du 
gène codant pour p53, des modifications post-traductionnelles comme sa 
phosphorylation (Melchior and Hengst, 2002) et sa dégradation par le protéasome, 
dépendante de mdm2 (Haupt et al., 1997). Dans de nombreux types cellulaires, 
l’arrêt en phase G1 du cycle cellulaire induit par les radiations ionisantes dépend de 
p53, qui transactive l’expression du gène codant pour p21waf (el-Deiry et al., 1993). 
Cependant, dans les cellules souches et progéniteurs nerveux du cerveau murin 
embryonnaire, il n’y a pas d’arrêt en G1 p21-dépendant en réponse à l’irradiation, et 
l’apoptose dépend de l’expression de p21 dans les cellules neurales (Roque et al., 
2012).  Lorsque les dégâts sont trop importants pour être réparés par la machinerie 
cellulaire, p53 induit la mort par apoptose en activant l’expression de gènes pro-
apoptotiques comme Bax ou Fas (Ding and Fisher, 1998). 
3.3.3 Effets de l’irradiation sur la ZSV et la ZSG 
Les dommages dus aux traitements de radiothérapie peuvent venir d’une sensibilité 
des progéniteurs nerveux, qui limiterait la capacité de régénération de la ZSV 
(Hopewell, 1979) (Tofilon and Fike, 2000). De même, les cellules de la ZSG sont 
particulièrement sensibles à l’irradiation, entrant en apoptose dès 0,4 Gy (Nagai et 
al., 2000). Chez les rongeurs, le pic d’apoptose se situe entre 6 et 12h après 
exposition de la tête aux radiations et l’apoptose est quasiment terminée 24h après 
exposition (Mizumatsu et al., 2003). Après une dose de rayons X de 2 Gy sur le 
cerveau de rats adultes (Hopewell and Cavanagh, 1972) on observe une diminution 
rapide des mitoses le long de la ZSV, mais l’index mitotique est rétablit après 1 mois, 
et après 12 mois les ZSV des animaux irradiés semblent identiques aux ZSV des 
animaux non irradiés. En revanche, les animaux irradiés à 40Gy présentent une très 
faible régénération des cellules de la ZSV (Cavanagh and Hopewell, 1972). Ces 
résultats montrent que la réponse à l’irradiation dans les zones neurogéniques du 
cerveau adulte est dépendante de la dose administrée. Tada et coll.  ont remarqué, 
en irradiant les cerveaux de jeunes rats adultes avec des doses variant de 2 à 15 Gy, 
que l’irradiation atteint tous les types cellulaires peuplant la ZSV. Cependant, les 
progéniteurs et les cellules en prolifération semblaient radio-sensibles dès 1 ou 2 Gy 
tandis que les cellules de type astrocytaire GFAP+ sont beaucoup moins radio-
sensibles (Tada et al., 1999) (figure 10). La prolifération cellulaire dans la ZSV 
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reprend quelques jours après une irradiation à doses modérées (2-10 Gy) alors que 
pour des doses excédant 10Gy, le blocage de la neurogenèse semble permanent 
(Tada et al., 1999). Les CSN survivent à des doses de 10Gy, mais elles perdent leur 
capacité à produire de nouveaux neurones (Achanta et al., 2012). Une irradiation 
ciblée de la ZSV a forte dose (15Gy) bloque la production de nouveaux neurones 
dans les bulbes olfactifs pendant plusieurs mois (Lazarini et al., 2009). De même, 
l’irradiation ciblée de la ZSG à forte dose (10Gy) bloque la neurogenèse 
hippocampique pendant plusieurs mois (Ford et al., 2011).  
3.3.4 Modèles d’irradiation des zones neurogeniques
Les effets de l’irradiation sur la neurogenèse adulte peuvent se classer selon deux 
plages de doses. A des doses faibles à modérées (de 0,5 à 5Gy), on observe une 
mort de la quasi-totalité des cellules en prolifération, mais la neurogenèse repart 
quelques jours après irradiation, permettant de repeupler rapidement les zones 
neurogéniques  (figure 10) (Hopewell and Cavanagh, 1972) (Tada et al., 1999) (Tada 
et al., 2000). L’irradiation à dose faible ou modérée a été largement utilisée pour 
interrompre la neurogenèse de façon transitoire (Monje et al., 2002) (Wojtowicz, 
2006) (Santarelli et al., 2003) (Saxe et al., 2006) (Rola et al., 2004) (Hellstrom et al., 
2009) (McGinn et al., 2008). Elle permet de construire un modèle pour étudier les 
effets de la neurogenèse adulte au niveau comportemental sans affecter les 
neurones matures (Wojtowicz, 2006). A 10Gy ou des doses excédant 10Gy, la 
neurogenèse est bloquée pendant plusieurs mois et le repeuplement des zones 
neurogeniques n’est que partiel, voire inexistant (figure 10) (Tada et al., 1999) (Ford 
et al., 2011) (Lazarini et al., 2009) (Achanta et al., 2012). Le blocage de la 
neurogenèse à long terme est accompagné par une perturbation de la mémoire 
olfactive (Valley et al., 2009) (Lazarini et al., 2009) et de la mémoire spatiale (Raber 
et al., 2004) (Monje et al., 2002) (Rola et al., 2004). Ainsi, l’irradiation constitue un 
modèle puissant de « hit and run » permettant simplement en contrôlant la dose 
administrée d’étudier la reprise de la neurogenèse à court terme ou les effets de sa 
perturbation à long terme. 
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Figure 10 : Effets-doses de l’irradiation sur la neurogenèse dans la ZSV et la 
ZSG
Différentes doses de rayons X ont été dirigées sur le cerveau de jeunes rats adultes. (A) 
ZSV normale marquée avec la cdk p34cdc2 exprimée par les cellules en prolifération. (B) 24h 
après une dose unique de 5Gy, la quasi-totalité des cellules en prolifération a disparu (C) 
Les cellules recommencent à proliférer peu à peu sous 7 jours suivant l’irradiation. (D) Dès 
les faibles doses (1Gy), on observe une forte apoptose des neuroblastes (Dcx) et des 
cellules en prolifération (ki67) peuplant la ZSG. Adapté de (Andres-Mach et al., 2008). (E) 
Les cellules de type astrocytaire GFAP+ sont résistantes aux faibles doses, et sensibles à 
l’irradiation qu’à des doses plus élevées. Adapté des résultats de (Tada et al., 1999).  
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3.4 Vieillissement des niches neurogéniques 
3.4.1 Chez la souris 
  
La neurogenèse persiste chez les individus adultes dans l’hippocampe et au bord 
des ventricules latéraux. Cependant, de nombreuses études prouvent qu’elle décline 
avec le vieillissement, impactant le remplacement des neurones et les capacités de 
régénération des zones neurogéniques après lésions cérébrales. Avec le 
vieillissement, de nombreuses caractéristiques de la niche neurogénique changent 
irrémédiablement. Les ventricules latéraux se referment, entraînant une détérioration 
de la ZSV ventrale et latérale. Ainsi la région neurogénique se limite peu à peu à la 
région dorsale du ventricule latéral (Luo et al., 2006). L’analyse par microscopie 
électronique de la ZSV de jeunes souris adultes (2 mois) comparées à des souris 
d’âge moyen (10 mois) et des vieilles souris (22 mois) a montré un affinement 
progressif de la ZSV. Le nombre de neuroblastes diminue sensiblement avec l’âge, 
ainsi que les progéniteurs nerveux, tandis que le nombre de cellules épendymaires 
bordant le ventricule et d’astrocytes peuplant la ZSV est peu altéré (Luo et al., 2006) 
(Bouab et al., 2011) (figure 11). La production de nouveaux neurones dans les 
bulbes olfactifs diminue sensiblement entre les jeunes souris adultes et les vieilles 
souris (Enwere et al., 2004) (Luo et al., 2006) (Ahlenius et al., 2009). Ceci entraîne 
des dysfonctionnements dans les tests de discrimination des odeurs. Les souris 
âgées peuvent distinguer deux odeurs différentes, comme les jeunes adultes, mais 
ne peuvent pas distinguer deux odeurs très similaires (distinction fine) contrairement 
aux jeunes adultes (Enwere et al., 2004). La diminution de la neurogenèse dans la 
ZSG et la ZSV est essentiellement due à la diminution du nombre de 
CSN/progéniteurs nerveux en prolifération au cours du vieillissement (figure11) 
(Kempermann et al., 1998) (Lemaire et al., 2000) (Enwere et al., 2004) (Cuppini et 
al., 2006). Si la réduction du nombre de cellules en prolifération dans les zones 
neurogéniques est bien établi, en revanche, il semble que la capacité de prolifération 
intrinsèque des progéniteurs ne soit pas altérée, du moins jusqu’à l’âge moyen, la 
proportion de cellule Ki67 dans la ZSV restant inchangée, ainsi que leur capacité à 
former des neurosphères (Bouab et al., 2011). De plus la survie et la différenciation 
des progéniteurs et neuroblastes formés ne semblent pas affectées par le 
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vieillissement (Rao et al., 2005) (Lichtenwalner et al., 2001) (McDonald and 
Wojtowicz, 2005) (Bondolfi et al., 2004). Ainsi, la diminution de la neurogenèse 
adulte au cours du vieillissement de la ZSG et de la ZSV murine pourrait provenir 
d’une altération de la prolifération des CSN, tandis que leur stock reste constant 
(Lugert et al., 2010) (Bouab et al., 2011). Cependant, les mécanismes entraînant le 
vieillissement des niches neurogéniques restent grandement incompris. 
3.4.2 Chez l’humain 
On a longtemps débattu sur la diminution de la neurogenèse dans le cerveau adulte 
humain durant le vieillissement à savoir si la génération de nouveaux neurones était 
suffisante pour participer aux fonctions cérébrales (Kempermann, 2012) (Rakic, 
1985). Une étude pionnière a démontré l’existence d’une neurogenèse dans le 
cerveau adulte humain, mais sans évaluer la quantité de nouveaux neurones 
produits (Eriksson et al., 1998). La plupart des études qui ont tenté d’évaluer la 
neurogenèse dans le cerveau adulte humain ont quantifié le nombre de neuroblastes 
(Dcx+) dans la ZSV et la ZSG (Knoth et al., 2010) (Sanai et al., 2011) (Wang et al., 
2011). Il en ressort une dynamique très similaire entre les deux régions, qui 
contiennent un nombre important de neuroblastes juste après la naissance qui 
décroit fortement durant la première année puis plus modérément pendant l’enfance 
et l’âge adulte (Knoth et al., 2010, Goritz and Frisen, 2012) (Sanai et al., 2011) 
(Wang et al., 2011). La forte perte du nombre de neuroblastes dans la ZSV ainsi 
qu’un chemin de migration encore non élucidé suggère que la production de 
nouveaux neurones destinés aux bulbes olfactifs est négligeable voire inexistante 
dans le cerveau adulte humain (Arellano and Rakic, 2011) (Sanai et al., 2011) (Wang 
et al., 2011). Des études récentes ont évalué l’âge des neurones des zones 
neurogéniques humaines en évaluant la concentration en Carbone 14 et en la 
ramenant au niveau atmosphérique au moment de la naissance de l’individu. Ces 
expériences ont montré que dans l’hippocampe humain, 700 nouveaux neurones 
sont produits par jour, ce qui correspond à un remplaçement de 1,75% des neurones 
en un an. Ainsi, le nombre de neurones produits dans l’hippocampe à l’âge adulte 
moyen est comparable entre l’homme et la souris, ce qui suggère fortement que la 
neurogenèse dans l’hippocampe adulte pourrait participer aux fonctions cérébrales 
humaines (Spalding et al., 2013) . En revanche la production de nouveaux neurones 
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dans les bulbes olfactifs humains après la naissance est quasi inexistante, et si elle 
existe, moins de 1% des neurones sont remplacés en plus d’un siècle (Bergmann et 
al., 2012). Cependant, la bande d’astrocytes GFAP+ de la ZSV existe dans le 
cerveau adulte humain (Sanai et al., 2004) (Quinones-Hinojosa et al., 2006) (Oldham 
et al., 2008) et la présence de cellules souches quiescentes dans la ZSV n’est pas 
exclue (Curtis et al., 2007, Sanai et al., 2007, Sanai et al., 2011). Une meilleure 
compréhension des facteurs régulant la prolifération des CSN dans les zones 
neurogéniques pourrait permettre de les recruter et les stimuler à des fins 
thérapeutiques.  
Figure 11 : Représentation schématique des effets du vieillissement sur la ZSV
Dès l’âge moyen (12 mois), un nombre conséquent de cellules en prolifération (noyau jaune) 
disparaissent de la ZSV. Bien que le nombre de cellules souches (en bleu) semble rester 
stable, elles proliférent moins in vivo, entraînant une perte progressive des cellules de type C 
et A (Bouab et al., 2011). 
Jeunes Age moyen Agé 
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4. REGULATION MOLECULAIRE DE LA NEUROGENESE 
ADULTE 
Depuis la « redécouverte » de la neurogenèse adulte au milieu des années 1990 
(voir avant-propos), de très nombreuses études ont tenté d’élucider les mécanismes 
qui la régulent, son rôle fonctionnel ainsi que ses potentielles applications 
thérapeutiques. Bien que de nombreuses recherches sur les thérapies associées aux 
CSN se développent pour espérer traiter les troubles cérébraux comme les AVC, 
maladie de Parkinson, maladie de Huntington ou la sclérose en plaques, la plupart 
n’en sont qu’au stade de modèles expérimentaux animaux. De nombreux progrès 
doivent être réalisés pour assurer un fonctionnement efficace des thérapies et une 
possible transition vers la clinique.  Cela nécessite notamment une parfaite 
compréhension des mécanismes régulant la prolifération cellulaire dans les phases 
précoces de la neurogenèse adulte,  afin de permettre l’expansion de la production 
endogène de précuseurs neuronaux pouvant migrer vers les zones cérébrales 
lésées.  
4.1 Régulation de la prolifération cellulaire dans les phases 
précoces de la neurogenèse adulte 
4.1.1 Facteurs de croissance EGF, FGF-2, VEGF et IGF 
Les facteurs de croissance jouent un rôle important dans la dynamique de la 
régulation de la neurogenèse adulte. Les cellules souches et progéniteurs nerveux 
des zones neurogéniques du cerveau adulte expriment les récepteurs de nombreux 
facteurs de croissance. Dans la ZSV, les CSN activées ainsi que les progéniteurs 
nerveux expriment le récepteur à l’EGF et forment des neurosphères in vitro en 
présence de EGF et FGF-2 (Doetsch et al., 2002) (Reynolds and Weiss, 1992). 
L’EGF favorise la prolifération des progéniteurs nerveux dans la ZSV. Sous l’effet de 
l’EGF, in vitro, les progéniteurs de la ZSV arrêtent de produire des neuroblastes et 
entrent en prolifération (Doetsch et al., 2002), ce qui suppose un rôle essentiel de la 
voie de l’EGF dans la prolifération des cellules de type C et dans le blocage de leur 
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différenciation en neuroblastes (figure 12). In vivo, l’injection de TGF, ligand 
physiologique de l’EGFR, induit une prolifération rapide des cellules de type C et un 
élargissement de la ZSV (Fallon et al., 2000).  Dans la ZSV, le FGF-2 (fibroblast 
growth factor 2) affecte les phases précoces de la neurogenèse, en favorisant la 
prolifération des cellules de type C et en permettant d’augmenter le nombre de 
neuroblastes migrant vers les bulbes olfactifs  (Mudo et al., 2009). Le VEGF (pour 
vascular endothelial growth factor) est un facteur de croissance qui favorise 
l’angiogenèse et produit des effets neurotrophiques. Il stimule la prolifération et la 
production des neuroblastes dans la ZSV (Jin et al., 2002). Enfin, IGF II favorise 
l’autorenouvellement des CSN et progéniteurs in vitro via le récepteur à l’insuline 
(Ziegler et al., 2012). 
Figure 12 : Stimulation de la prolifération des CSN et progéniteurs dans la ZSV
La stimulation par l’EGF entraîne une prolifération intensive des cellules de type C et bloque 
leur différenciation en neuroblastes. Une exposition prolongée à l’EGF entraîne une 
reprogrammation des cellules de type C en cellules astrogliales (C*) qui répondent aussi à 
l’EGF et deviennent migrantes (Doetsch et al., 2002).  
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4.1.2 La voie Sonic Hedgehog (Shh) 
La voie de signalisation Sonic hedgehog (Shh) a d’abord été décrite dans le 
néocortex embryonnaire où elle stimule la prolifération des cellules souches et 
progéniteurs nerveux (Palma and Ruiz i Altaba, 2004). Chez l’adulte, la croissance in 
vitro des progéniteurs nerveux issus de la ZSG est fortement dépendante de Shh et 
in vivo, la surexpression de Shh via un vecteur adénoviral permet d’augmenter la 
prolifération des CSN et progéniteurs nerveux dans la ZSG (Lai et al., 2003). A 
l’inverse l’inhibition de la voie Shh par la cyclopamine réduit la prolifération des 
progéniteurs de l’hippocampe in vivo (Lai et al., 2003). L’inactivation conditionnelle 
de Smoothened, la protéine trans-membranaire nécessaire à la voie de signalisation 
Shh, réduit la prolifération des progéniteurs nerveux dans la ZSG et dans la ZSV, 
réduisant ainsi la production de nouveaux neurones dans les deux zones (Machold 
et al., 2003). Shh favorise la prolifération des CSN de la ZSV par une action 
synergique avec l’EGF (Palma and Ruiz i Altaba, 2004, Palma et al., 2005).  En effet, 
dans la ZSV, Shh régule la prolifération des CSN et cellules de type C in vitro en 
agissant comme mitogène en coopération avec l’EGF (Palma et al., 2005).  Des 
expériences de perfusions intracérébrales d’Ara-C, agent anti-mitotique ciblant les 
cellules en prolifération, ont démontré que la signalisation Shh est nécessaire à la 
régénération des cellules de type C et de type A (Ahn and Joyner, 2005).  
4.1.3 La voie Notch 
La voie de signalisation Notch fait partie des voies de signalisation la mieux 
conservée chez les animaux. Notch est un récepteur, et chez les mammifères il 
existe quatre récepteurs Notch (Notch1, Notch2, Notch3 et Notch4), et de nombreux 
ligand, comme Jagged 1 (JAG1) et JAG2, ainsi que les protéines Dll (delta-like) 
(Ables et al., 2011). De façon intéressante, dans l’embryon, le niveau d’activation de 
la voie Notch régule directement la prolifération des CSN : une faible activation 
favorise la prolifération alors qu’une forte activation de la voie entraîne un arrêt du 
cycle cellulaire (Guentchev and McKay, 2006). Les implications de la voie Notch 
dans les zones neurogéniques du cerveau adulte sont multiples, nous nous 
intéresserons ici seulement à son implication dans la régulation de la prolifération 
des phases précoces de la neurogenèse. Notch permet de maintenir le stock de CSN 
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dans les niches neurogéniques, en régulant le cycle cellulaire pour contrôler la 
production de cellules filles. En effet, dans la ZSG des souris n’exprimant plus Notch, 
on observe une sortie de cycle des progéniteurs nerveux (Breunig et al., 2007), une 
altération de l’expansion de l’expansion de leur stock (Ables et al., 2010) ainsi qu’une 
perte du stock de CSN (Imayoshi et al., 2010).  
4.1.4 La voie de signalisation Wnt/catenine 
La voie de signalisation Wnt/catenine est impliquée dans la régulation de la 
prolifération des CSN lors du développement embryonnaire (Hirabayashi and Gotoh, 
2005). Très conservée au fil de l’évolution, la voie Wnt/catenine assure lors du 
développement de l’embryon chez les mammifères la différenciation de la zone 
dorsale du télencéphale à l’origine du néocortex et de l’hippocampe (Lee and Jessell, 
1999).  La surexpression de Wnt1 lors de l’embryogenèse stimule la prolifération des 
cellules souches et progéniteurs nerveux situées au bord des ventricules (Dickinson 
et al., 1994). Dans le cerveau adulte, Wnt3, un ligand de la famille Wnt, produit par 
les astrocytes de la ZSG, stimule la neurogenèse au niveau de l’hippocampe, en 
activant la multiplication des progéniteurs et des neuroblastes au niveau de la ZSG 
(Lie et al., 2005). La surexpression de Wnt3 est en effet suffisante pour augmenter la 
prolifération des progéniteurs nerveux de l’hippocampe in vitro et in vivo. A l’inverse, 
le blocage de la voie Wnt abolie presque complètement la neurogenèse in vivo, ce 
qui montre le rôle primordial de la voie Wnt dans la régulation de la neurogenèse 
adulte au niveau de l’hippocampe (Lie et al., 2005). Dans la ZSV, la prolifération des 
progéniteurs dépend de la voie de signalisation de la catenine (Adachi et al., 2007). 
L’activation de cette voie entraîne une accumulation de catenine dans le noyau, 
activant la transcription de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. A l’inverse, 
la surexpression de Dkk1, un inhibiteur de la voie de signalisation Wnt, réduit la 
prolifération des cellules Mash1+, représentant les cellules de type C (Adachi et al., 
2007). Ainsi, La voie de signalisation Wnt apparait comme un régulateur important de 
la neurogenèse adulte, favorisant leur prolifération et la production de précurseurs 
neuronaux dans la ZSV et la ZSG. 
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4.1.5 La superfamille des TGF
La superfamille des TGF (Transforming Growth Factor ) comporte des acteurs de 
premier plan dans les domaines de la prolifération cellulaire, la différenciation et 
l’apoptose. Cette famille est composée des TGF, des activines et des BMP (bone 
morphogenic proteins). Dans le cerveau adulte, les BMP2,4, leurs récepteurs 
BmprIA,B et BmprII  ainsi que leur antagoniste Noggin, sont exprimés dans la ZSV 
(Lim et al., 2000) (Valenzuela et al., 1995, Soderstrom et al., 1996). Le TGF1 est un 
inhibiteur de la neurogenèse car il réduit la prolifération des progéniteurs nerveux in 
vitro, et diminue ainsi la production de nouveaux neurones chez l’adulte (Wachs et 
al., 2006). Les BMP font aussi figure d’inhibiteurs de la neurogenèse adulte dans la 
ZSV. Les BMP dans la ZSV sont produites par les cellules endothéliales, et réduisent 
la prolifération des CSN et progéniteurs nerveux in vitro en activant la voie 
BMP/Smad (Mathieu et al., 2008). Cependant, la délétion de Smad4, activée par la 
voie des BMP mais aussi par la voie du TGF et des activines, diminue la production 
de neurones et favorise la création d’oligodendrocytes plutôt que de favoriser la 
neurogenèse (Colak et al., 2008). Le rôle des BMP n’est pas encore clair dans la 
régulation de la neurogenèse adulte et mérite d’être clarifié.  
4.1.6 Ephrines  
Les Ephrines ainsi que leur récepteurs Eph tyrosine kinase sont exprimés dans la 
ZSV et jouent un rôle dans la prolifération  des progéniteurs nerveux. Le ligand 
ephrin-B2, en activant son récepteur EphB2 induit la voie de signalisation Eph/Ephrin 
qui favorise la prolifération des progéniteurs nerveux dans la ZSV adulte (Conover et 
al., 2000). L’ephrin-A2, par l’intéraction avec l’EphA7, a une influence négative sur la 
prolifération des progéniteurs nerveux (Holmberg et al., 2005).  
4.1.7 Neurotransmetteurs 
Les neurotransmetteurs sont, de manière générale, relargués dans l’environnement 
synaptique, et sont à la base des communications chimiques entre neurones. Des 
études ont montré que ces molécules ont des fonctions importantes pendant la vie 
embryonnaire (Behar et al., 1994) (Behar et al., 1998) (Platel et al., 2005) ainsi que 
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dans la neurogenèse adulte au niveau de la ZSG (Gould et al., 1994) (Cameron et 
al., 1995). Plus récemment, des études ont montré d’importantes implications des 
neurotransmetteurs dans la régulation de la prolifération cellulaire dans la 
neurogenèse adulte. 
 	
		
Les récepteurs de la dopamine sont des récepteurs couplés aux protéines G et 
classés comme « D1-like » (D1 et D5) ou « D2-like » (D2, D3 et D4) selon leurs 
homologies de structure (Callier et al., 2003). Dans la ZSV adulte, des autographies 
et autres hybridations in situ ont montré une forte expression du récepteur D3 (Diaz et 
al., 1997). Les récepteurs « D2-like » sont exprimés sur les progéniteurs nerveux, 
tandis que les neuroblastes expriment à la fois les récepteurs « D1-like » et « D2-
like » (Hoglinger et al., 2004). Au niveau des fonctions véhiculées par les signaux 
dopaminergiques, on sait par exemple que les individus atteints de la maladie de 
Parkinson présentent une perturbation des signaux dopaminergiques. Il en résulte 
une diminution de la prolifération cellulaire dans la ZSV (Hoglinger et al., 2004). Les 
agonistes de la dopamine favorisent la neurogenèse dans les modèles murins de la  
maladie de Parkinson (Yang et al., 2008), et la destruction des neurones 
dopaminergiques de la substance noire diminue le nombre de cellules en 
prolifération dans la ZSV d’environ 40% (Baker et al., 2004). Cet effet semble être 
dépendant de l’activation des récepteurs « D2-like » sur les progéniteurs nerveux et 
plus particulièrement le récepteur D3 (Coronas et al., 2004). Cependant, les 
innervations dopaminergiques semblent varier en fonction de la lignée de souris 
utilisée (Baker et al., 2005). L’action positive de la dopamine sur la prolifération 
cellulaire dans la ZSV se fait via l’activation de l’EGFR. En effet, en réponse à la 
dopamine, les cellules de type C produisent de l’EGF qui va activer les récepteurs à 
l’EGF exprimés sur leurs membranes (O'Keeffe et al., 2009). 
 			
Les récepteurs à la sérotonine (nommés 5-HT) sont aussi des récepteurs couplés 
aux protéines G (à l’exception de 5-HT3) (Barnes and Sharp, 1999). En utilisant les 
ligands de ces récepteurs ainsi que des tests de prolifération cellulaire in vivo, il a été 
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démontré que 4 de ces récepteurs semblent impliqués dans la régulation de la 
neurogenèse adulte : 5-HT1A , 5-HT1B  , 5-HT2A et 5-HT2C  (Banasr et al., 2004). Au 
niveau fonctionnel, l’activation des récepteurs 5-HT1A et 5-HT2C  in vivo augmente la 
prolifération dans la ZSV tandis que l’activation de 5-HT1B  la diminue (Banasr et al., 
2004). Les effets de la sérotonine semblent être dépendant en partie de la 
stimulation de l’expression du BDNF (Mattson et al., 2004). Ainsi, les effets des 
signaux sérotoninergiques semblent être bénéfiques pour la prolifération cellulaire 
dans la ZSV. 
 		
Les signaux glutamatergiques mettent en jeu différents sous-types de récepteurs au 
glutamate ; les récepteurs ionotropiques NMDA et AMPA/kainate (Sommer and 
Seeburg, 1992) ainsi que les récepteurs métabotropiques (mGluRs) (Conn and Pin, 
1997). En utilisant l’imagerie calcique ainsi que les profils électrophysiologiques sur 
coupes de cerveaux, l’équipe d’Angélique Bordey a découvert l’expression d’une 
mosaïque de récepteurs au glutamate chez les neuroblastes : AMPA, NMDA ainsi 
que mGluR5 (Platel et al., 2007) (Platel et al., 2008b) (Platel et al., 2010a). 
Cependant, l’expression des récepteurs au glutamate sur les CSN et progéniteurs 
nerveux est beaucoup moins évidente. Les cellules de type astrocytaire ne 
présentent aucun courant induit par le NMDA ou AMPA et aucune augmentation de 
calcium intracellulaire (Platel et al., 2010a). Les cellules de type astrocytaire 
semblent être la source principale de glutamate dans la ZSV car elles expriment le 
transporteur vésiculaire au glutamate VGLUT1, indispensable au relargage de 
glutamate dans le milieu (Platel et al., 2007) (Platel et al., 2010a). Le glutamate 
relargué a pour cible première les neuroblastes avoisinants  (Platel et al., 2010a). 
Les souris déficientes pour l’expression de mGluR5 ou traitées avec des 
antagonistes de mGluR5 ont une prolifération fortement diminuée dans la ZSV  (Di 
Giorgi Gerevini et al., 2004) (Di Giorgi-Gerevini et al., 2005).  

 		
L’action du neurotransmetteur GABA est possible grâce à l’existence d’au moins trois 
types de récepteurs au GABA (Chebib and Johnston, 1999) : les récepteurs canaux 
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ioniques dont l’activation permet l’ouverture d’un canal chlore (Cl-), GABAAR  et 
GABACR, et le récepteur couplé aux protéines G, le GABABR. Les récepteurs 
GABABR  sont exprimés dans la ZSV tandis que l’expression des GABACR n’est pas 
encore décrite (Bolteus and Bordey, 2004). Quant aux GABAAR, ils sont exprimés à 
la fois sur les neuroblastes et les cellules de type astrocytaire peuplant la ZSV, 
d’après les observations faites à partir d’imagerie au calcium et de techniques de 
« patch clamp » faites sur le rat nouveau-né et la souris (Nguyen et al., 2003) (Liu et 
al., 2005). A l’instar des récepteurs au glutamate, l’expression des récepteurs au 
GABA sur les progéniteurs nerveux n’est pas encore déterminée. Le GABA est un 
inhibiteur de la prolifération des astrocytes de la ZSV chez souris jeunes (30-40 
jours) (Liu et al., 2005). Il exerce un contrôle négatif de la prolifération des 
neuroblastes chez les nouveaux nés murins (Nguyen et al., 2003). Ces études 
montrent une influence négative des signaux GABAergiques sur la prolifération 
cellulaire dans la ZSV, via une signalisation paracrine. La figure 13 illustre 
synthétiquement l’influence des signaux glutamatergiques et GABAergiques dans la 
ZSV. 
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Figure 13 : Signaux glutamatergiques et GABAergiques dans la ZSV
Les neuroblastes produisent du GABA qui est relargué dans l’espace extracellulaire. Le 
GABA active les récepteurs exprimés sur les astrocytes. Sous l’influence de l’augmentation 
de la concentration intracellulaire en calcium, les astrocytes de la ZSV produisent du 
glutamate. Le glutamate produit va activer ses récepteurs présents sur les neuroblastes. Les 
flèches vertes présentes les effets principaux observés par ces deux neurotransmetteurs sur 
la prolifération dans la ZSV : GABA inhibe la prolifération des astrocytes, et le glutamate 
active la prolifération des neuroblastes.  Schéma adapté de  (Platel et al., 2010b). 
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4.2 Régulation de la balance quiescence/activation des CSN adultes 
Après ce catalogue des principaux facteurs impliqués dans la régulation des phases 
précoces de la prolifération dans les niches neurogéniques adultes, nous allons 
maintenant nous intéresser plus spécifiquement à la régulation des CSN. En effet, un 
des principaux défis actuels pour l’application des CSN à des fins thérapeutiques est 
le recrutement des CSN quiescentes endogènes. Cela nécessite une plus large 
compréhension du cycle cellulaire particulier des CSN, des facteurs régulant  leur 
auto-renouvellement ainsi que des signaux permettant de contrôler la balance entre 
leur quiescence et leur activation.   
4.2.1 Quiescence et activation des cellules souches
Les cellules quiescentes peuvent intégrer ou réintégrer le cycle cellulaire en cas de 
stimuli par des facteurs de croissance par exemple. Cet état de quiescence est 
nécessaire dans le cerveau adulte à la fois pour éviter l’épuisement du stock de CSN 
avec l’âge et pourrait permettre de limiter l’accumulation de mutations dans les CSN 
pouvant conduire au cancer (Mira et al., 2010). La quiescence a d’abord été illustrée 
dans le système hématopoïétique par différentes approches in vivo. Lorsque des 
souris sont soumises à des agents anti-mitotiques, l’hématopoïèse est 
momentanément altérée voire stoppée mais on observe reprise progressive, ce qui 
suggère que certaines cellules, certainement des cellules souches quiescentes, ont 
résisté au traitement anti-mitotique car elles n’étaient pas en prolifération. D’autre 
part, la transplantation successive de cellules souches hématopoïétiques dans des 
animaux receveurs montre que ces cellules ont un potentiel d’autorenouvellement à 
long terme. En revanche, en utilisant des cellules souches hématopoïétiques qui ne 
peuvent pas entrer en quiescence car elles sont déficientes pour p21waf, il a été 
montré que la production à long terme des cellules sanguines était réduite (Cheng et 
al., 2000). Ce résultat démontre que la quiescence des cellules souches est 
nécessaire au maintien de l’hématopoïèse à long terme. De nombreux tissus des 
mammifères adultes, dont l’intestin, la peau et le système sanguin, ont la capacité de 
se régénérer. Une étude récente propose qu’une raison primordiale de la réponse et 
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de la régénération rapide après stress dans ces tissus est la coexistence de cellules 
souches quiescentes et activées au sein du tissus (Li and Clevers, 2010). Ces 
cellules souches activées sont multipotentes, s’autorenouvellent avec un cycle 
cellulaire court, sont dérivées des cellules souches quiescentes, et se différencient 
en progéniteurs. Dans les régions neurogéniques adultes, la découvertes de CSN 
quiescentes et de CSN activées s’est aussi faite grâce à l’étude de la régénération 
de la ZSV après traitements anti-mitotiques (Morshead et al., 1994) (Doetsch et al., 
1999b). Les CSN activées de la ZSV sont éliminées par le traitement anti-mitotique 
et quelques heures après, les CSN quiescentes commencent à exprimer des 
marqueurs d’entrée en G1 comme mcm2 et « s’activent » en exprimant l’EGFR à leur 
membrane, permettant la régénération de la ZSV (Pastrana et al., 2009). Ainsi, on 
distingue les « CSN activées », exprimant l’EGFR, et donnant naissance à des 
neurosphères in vitro des « CSN quiescentes »,  n’exprimant pas l’EGFR et ne 
donnant pas de neurosphères in vitro (Doetsch et al., 2002) (Pastrana et al., 2009). 
Cette distinction existe aussi dans la ZSG, où les CSN quiescentes peuvent s’activer 
après traitement à l’AraC (Lugert et al., 2010).  
4.2.3 Régulateurs du cycle cellulaire des CSN. 
Plusieurs études ont montré que les régulateurs du cycle cellulaire sont impliqués 
dans la balance quiescence/activation des CSN. La régulation de la  G1 est 
essentielle pour contrôler la prolifération dans la ZSV et la ZSG (Beukelaers et al., 
2012). La cyclin dependent kinase 6 (cdk6) contrôle la durée de la G1 pour réguler la 
balance entre prolifération et différentiation dans la ZSG et la ZSV adulte, mais son 
action semble spécifique des cellules de type C, et non des CSN (Beukelaers et al., 
2011). En revanche, l’inhibiteur de progression en G1 p21waf est essentiel pour 
maintenir les CSN adultes dans un état de quiescence (Kippin et al., 2005). La 
délétion de p21waf entraîne d’ailleurs une augmentation de la prolifération des CSN 
menant à l’épuisement prématuré de leur stock (Kippin et al., 2005). La phosphatase 
et homologue de la tensine Pten, dont la mutation est associée à de nombreux 
cancers, est un gène suppresseur de tumeur de par l’action de la protéine 
phosphatase qu’il produit. La délétion de Pten favorise l’auto-renouvellement des 
CSN en modulant positivement la transition G0-G1 et l’entrée en G1 des CSN 
(Groszer et al., 2006). La délétion de Pten dans les CSN permet d’ailleurs 
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d’augmenter l’auto-renouvellement des CSN dans la ZSV sans signe d’épuisement 
du stock de cellules souches (Gregorian et al., 2009). Bmi-1, régulant les inhibiteurs 
du cycle cellulaire p16ink4 et p19arf, contrôle la prolifération et l’auto-renouvellement 
des CSN. Ainsi, Bmi-1 favorise l’auto-renouvellement des CSN chez les souris 
juvéniles (30 jours après naissance ou P30) et le développement cérébral en 
réprimant les voies de sénescence induites par p16ink4 et p19arf (Molofsky et al., 
2005). Chez l’embryon et chez l’adulte, la répression de Bmi-1 par des sh-RNA réduit 
la prolifération et l’auto-renouvellement des CSN, mais étonnamment cet effet est 
possible grâce à l’activation d’un autre inhibiteur du cycle cellulaire, à savoir p21waf 
(Fasano et al., 2007). La répression de p53 favorise la prolifération des CSN et 
progéniteurs au bord du ventricule, ce qui suggère un rôle de p53 dans la 
maintenance de la quiescence des CSN  (Gil-Perotin et al., 2006). Cependant 
aucune distinction n’est faite dans cette étude entre les CSN activées et les 
progéniteurs. Les homologues de p53, p63 et p73, semblent aussi réguler la 
prolifération des CSN. La protéine p73, en particulier, permet de maintenir le stock de 
CSN en favorisant l’auto-renouvellement, la prolifération et en inhibant l’entrée en 
sénescence des CSN chez l’embryon et l’adulte (Talos et al., 2010).  
4.2.4 Modulateurs intrinsèques d’auto-renouvellement des CSN.  
Pour que les CSN quiescentes puissent s’activer, la balance entre auto-
renouvellement et différenciation doit être bien ajustée. Les modulateurs 
intracellulaires comme les facteurs de transcription ou les régulateurs épigénétiques 
permettent de stabiliser le profil d’expression génique d’une cellule. Ils sont 
essentiels au maintien de la balance entre l’auto-renouvellement et la différenciation. 
Le récepteur nucléaire tailless (Tlx) a été décrit comme un marqueur des CSN de la
ZSG et de la ZSV (Shi et al., 2004, Liu et al., 2008). Il permet de maintenir les CSN 
dans un stade non différencié en recrutant des histones désacétylases (HDACs) vers 
des gènes cibles, comme p21waf (cip1/waf1) et Pten (Sun et al., 2007). Le facteur de 
transcription Sox2, fortement exprimé par les progéniteurs nerveux adultes, régule de 
nombreux gènes et forme des boucles de régulation avec d’autres voies comme 
Sonic hedgehog (Shh) et la voie du récepteur à l’EGF pour maintenir les CSN dans 
leur état de quiescence (Favaro et al., 2009) (Hu et al., 2010). FoxO3, membre de la 
famille des facteurs de transcription FoxO qui est associé avec la longévité, a été 
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impliqué récemment dans la maintenance du stock de CSN. Les souris KO FoxO3 (-
/-) ont moins de CSN in vivo que les souris sauvages FoxO3 (+/+). Les CSN isolées 
des souris KO ont une capacité d’auto-renouvellement diminuée et ont des difficultés 
à se différencier en neurones. De plus FoxO3 semble préserver la quiescence, éviter 
la différenciation prématurée et contrôler le métabolisme oxygéné des CSN adultes 
(Renault et al., 2009). Une étude très récente a montré qu’un facteur de transcription 
nucléaire Gsx2, est exprimé dans le cerveau embryonnaire au niveau du LGE, 
origine supposée des CSN de la ZSV adulte et son expression dans le cerveau 
adulte se restreint à la région dorsale de la ZSV. Il semble être spécifique des 
régions neurogéniques et est exprimé dans les CSN activées et les cellules de type 
C. Des expériences de gain/perte de fonction ont montré que son expression était 
nécessaire à l’activation des CSN quiescentes et contrôlait ainsi la production en aval 
de sous-types de neurones dans les bulbes olfactifs (Lopez-Juarez et al., 2013).   
4.2.5 Signaux de la niche régulant la balance quiescence/activation 
des CSN. 
Comme nous l’avons vu précédemment, les CSN résident dans des niches 
neurogéniques complexes favorisant une riche interaction entre les cellules. Les 
signaux issus des cellules de la niche doivent jouer un rôle important dans la balance 
quiescence/activation des CSN. 
a) Astrocytes 
Les astrocytes peuplant les niches de la ZSG et de la ZSV libèrent des signaux 
moléculaires, comme sonic hedgehog (Shh), qui stimulent les CSN et leur entrée 
dans le cycle cellulaire pour permettre la génération de nouveaux neurones in vivo et 
in vitro (Jiao and Chen, 2008). Les astrocytes de la ZSG relarguent Wnt3 et les 
astrocytes de la ZSV produisent Wnt7a pour stimuler la prolifération des CSN 
(Kuwabara et al., 2009). En utilisant l’Axin2 comme gène rapporteur de l’activation de 
Wnt, la voie Wnt a été montrée comme étant active chez les CSN et cellules de type 
C (Adachi et al., 2007). Cependant, la sur-activation de la voie Wnt peut entraîner 
l’épuisement du stock de CSN dans la ZSV (Adachi et al., 2007) supposant une 
implication de la voie Wnt dans l’activation des CSN. 
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b) Cellules endothéliales 
 Les cellules endothéliales de la ZSV produisent du PEDF (pigment epithelium 
growth factor) pour contrôler la prolifération des CSN. Les CSN ont accès au PEDF 
car elles contactent les vaisseaux sanguins dans la niche (Tavazoie et al., 2008) 
(Shen et al., 2008). Le PEDF module le maintien de la quiescence des CSN par son 
intéraction avec la voie Notch  (Andreu-Agullo et al., 2009). La voie Notch est 
essentielle à la maintenance de la quiescence des CSN à la fois dans la ZSV et dans 
la ZSG (Chapouton et al., 2010). La balance entre la division symétrique et 
asymétrique des CSN peut être modulée par la régulation de l’activité 
transcriptionnelle de Notch par le PEDF (Andreu-Agullo et al., 2009). Les cellules 
endothéliales régulent aussi la quiescence des CSN en produisant des BMPs (bone 
morphogenetic proteins). Une étude a montré que la coculture de CSN et 
progéniteurs nerveux avec des cellules endothéliales active la voie BMP/Smad et 
réduit leur prolifération in vitro (Mathieu et al., 2008). La production de BMPs par les 
cellules endothéliales entraîne une activation de la transcription Pten dans les CSN 
de la ZSV, qui permet de les maintenir dans leur état de quiescence (Mathieu et al., 
2008). 
c) Neuroblastes 
Dans la ZSV, GABA est produit par les neuroblastes et exerce une rétroaction 
négative sur la prolifération des cellules astrocytaires (comprenant les CSN), qui 
expriment les récepteurs au GABA (Liu et al., 2005). L’autorenouvellement des CSN 
est aussi contrôlé par l’activation des récepteurs GABA(A), via la phosphorylation de 
l’histone H2AX (Fernando et al., 2011). Dans l’hippocampe adulte, les CSN de la 
ZSG répondent à l’activation par le GABA via la sous unité gamma(2) des récepteurs 
GABA(A). La délétion conditionnelle de cette sous-unité gamma(2) entraîne une 
sortie de quiescence rapide des CSN de la ZSG et favorise leur division symétrique 
(Song et al., 2012). Ainsi, la voie de signalisation du GABAAR permet de maintenir 
les CSN en quiescence dans la ZSV et la ZSG. 
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Dans le tableau 3 sont recensés les principaux facteurs intracellulaires, 
extracellulaires et les neurotransmetteurs qui régulent les phases le plus précoces de  
la neurogenèse adulte, de l’auto-renouvellement des CSN à la prolifération des CSN 
activées et cellules de type C, en passant par l’étape d’activation des CSN.  
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Tableau 3 : Régulation des phases précoces de la neurogenèse adulte dans la 
ZSV
Récapitulatif des principaux régulateurs des phases précoces de la neurogenèse adulte par 
les facteurs intracellulaire (en bleu), les facteurs extra-cellulaires (en noir) et les 
neurotransmetteurs (en rouge). 
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4.4 Mécanismes et facteurs associés au vieillissement des niches 
neurogéniques 
La neurogenèse décroit avec l’âge. Cependant, les mécanismes sont encore peu 
connus, et ce déclin pourrait provenir d’une perte de la fonctionnalité de la niche 
neurogénique, d’une induction de sénescence chez les CSN, de défauts dans les 
mécanismes d’interaction cellulaires, ou d’une combinaison de tous ces facteurs. 
4.4.1 EGF et FGF2 
La voie de signalisation du récepteur à l’EGF est primordiale dans la régulation de la 
neurogenèse adulte et les niveaux d’expression de l’EGFR sont réduits dans le 
cerveau âgé (Enwere et al., 2004). Les cellules de type C de souris âgées expriment 
moins de récepteurs à l’EGF à leur membrane, et la signalisation via l’EGFR semble 
diminuée chez les souris vieilles (Enwere et al., 2004) (Tropepe et al., 1997). 
L’injection intra-ventriculaire d’heparin binding EGF (HB-EGF), ainsi que FGF-2 dans 
les souris âgées (23-25 mois) permet de restaurer les niveaux de prolifération dans 
la ZSV observées chez les jeunes souris adultes (Jin et al., 2003a). Ces résultats 
suggèrent un défaut de signaux activant la voie de l’EGFR chez la souris âgée, et 
notamment du TGF- ou de l’amphiregulin, produits par le plexus choroïde et ligands 
naturels du récepteur à l’EGF.  
4.4.2 Télomérase 
La telomerase est une reverse transcriptase dont l’activité enzymatique empêche le 
raccourcissement des télomères dû à la division cellulaire. Une augmentation de 
l’activité telomerase dans des cellules en culture permet d’empêcher leur entrée en 
senescence (Bodnar et al., 1998). La telomerase est generalement absente du 
cerveau adulte, mais elle est détectable dans la ZSV et les BO (Caporaso et al., 
2003). Chez les souris déficientes pour la telomerase, on observe une réduction de 
la prolifération dans la ZSV in vivo, et de la capacité à former des neurosphères in 
vitro  (Ferron et al., 2004). De façon intéressante, le rétablissement de l’expression 
de la télomérase dans les souris déficientes pour la télomérase permet de rétablir la 
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prolifération dans la ZSV et les problèmes olfactifs engendrés (Jaskelioff et al., 
2011).  
4.4.3 Modifications du cycle cellulaire des CSN au cours du 
vieillissement 
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L’expression des régulateurs positifs du cycle cellulaire comme la cycline D1 décroit 
avec l’âge  (Kohman et al., 2011). La durée du cycle cellulaire ne semble pas altérée 
par le vieillissement, seule la proportion de cellules proliférantes varie (Olariu et al., 
2007). De façon surprenante, dans la ZSV de souris âgées, une nombre plus faible 
de cellules se divisent, mais les CSNs et/ou progéniteurs semblent programmés pour 
un nombre plus important de divisions (Stoll et al., 2011). L’expression des 
inhibiteurs de progression en G1 p16INK4 et p19Arf , impliqués dans la senescence 
cellulaire (Krishnamurthy et al., 2004), est augmentée dans la ZSV de souris âgées 
(Molofsky et al., 2006) (Molofsky et al., 2005). La délétion de p16INK4 favorise la 
prolifération des CSN et la neurogenèse dans la ZSV de souris âgées, mais pas 
dans la ZSG (Molofsky et al., 2006). L’expression de p21waf augmente avec le 
vieillissement dans le cerveau (Legrier et al., 2001), les souris déficientes pour p21 
présentent un épuisement prématuré de la prolifération dans la ZSV in vitro (Kippin et 
al., 2005) 
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Une des hypothèses décrites récemment pour expliquer le vieillissement des niches 
neurogéniques est une entrée progressive en quiescence des CSN avec l’âge. Dans 
le cerveau âgé, l’utilisation de souris transgéniques Hes5::GFP a permis de montrer 
que la voie de signalisation Notch entraîne progressivement les cellules souches 
dans un état de quiescence dans la ZSG (Lugert et al., 2010). L’entrée en cycle peut 
être rétablie par des stimuli comme l’exercice physique qui active les cellules 
souches quiescentes dans le cerveau adulte ou les crises d’épilepsie qui permettent 
une expansion du stock de CSN (Lugert et al., 2010). Ces stimuli permettent de 
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« rajeunir » le cerveau âgé en stimulant la neurogenèse. Bouab et coll. ont montré 
que la neurogenèse était déjà fortement diminuée à l’ « âge moyen » (12 mois chez 
la souris) alors que le stock de cellules souches n’était pas affecté, ni la capacité des 
progéniteurs nerveux à former des neurosphère in vitro (Bouab et al., 2011). Les 
auteurs attribuent ces changements majeurs à une entrée en quiescence 
progressive des CSN, sans y associer de mécanismes particulier. Ainsi, la 
compréhension des facteurs régulant la balance quiescence/prolifération des CSN 
adultes a non seulement une importance capitale dans la meilleure caractérisation 
des CSN adultes en vue de leur application thérapeutique, mais semble être aussi 
indispensable à l’élucidation des phénomènes entrainant l’épuisement progressif de 
la neurogenèse au cours du vieillissement.  
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OBJECTIFS 
Les cellules souches neurales soulèvent de plus en plus d’intérêts pour leur potentiel 
thérapeutique. Afin d’explorer la fonction et la régulation des CSN, les protocoles 
expérimentaux doivent permettre de distinguer, de façon fiable, les cellules souches 
de leur descendance.  En raison de l’absence de marqueur spécifique de CSN ainsi 
que d’un phénotype morphologique distinct, les CSN ont été généralement définies 
et caractérisées par leur capacité à former des neurosphères in vitro. Cependant, la 
diversité des protocoles a amené à des résultats contradictoires entre les différentes 
études et remet en cause cette approche expérimentale. En effet, la simple variation 
de la densité cellulaire lors de l’ensemencement ou l’agrégation des cellules au cours 
de la culture fait varier la clonalité, censé être un révélateur de la quantité de CSN in 
vivo (Pastrana et al., 2011). Les techniques récentes d’isolation des différentes 
populations neurogéniques par FACS ont montré que les CSN activées ainsi que les 
cellules de type C forment des neurosphères in vitro alors que les CSN quiescentes, 
elles, ne forment pas de neurosphères  (Pastrana et al., 2009). Ainsi, la simple 
supposition que chaque neurosphère est issue d’une unique CSN est fausse. Il 
devient nécessaire de distinguer avec plus de précision les différents types 
cellulaires peuplant les niches neurogéniques pour étudier leur comportement in vitro
en in vivo.  
Jusqu’ici des études ont réussi à purifier des populations enrichies en CSN, mais 
sans distinguer les CSN quiescentes des CSN activées (Capela and Temple, 2002) 
(Beckervordersandforth et al., 2010), alors que d’autres études ont réussi a 
distinguer les CSN activées des cellules de type C, mais sans purifier une population 
enrichie en CSN quiescentes (Pastrana et al., 2009). L’un des objectifs de ce travail 
de thèse a été de mettre au point une technique optimisée de purification des 
populations neurogéniques du cerveau adulte par cytométrie en flux, afin de mieux 
caractériser les CSN et leur cellules filles in vivo et in vitro. Le but était d’identifier 
précisément chaque population neurogénique peuplant la ZSV et notamment de 
distinguer les CSN quiescentes des CSN activées et les CSN activées des cellules 
de type C.  
68
La stimulation endogène des CSN quiescentes peut permettre leur application à des 
fins thérapeutiques. Afin de mieux caractériser les facteurs favorisant l’entrée en 
cycle des CSN quiescentes, nous avons utilisé l’irradiation du cerveau à dose 
modérée. En effet, pour des doses modérées d’irradiation (2-5Gy), il a été observé 
une mort des cellules en prolifération, suivie par une reprise progressive de la 
neurogenèse (Hopewell and Cavanagh, 1972) (Tada et al., 1999) (Tada et al., 2000) 
qui suppose une entrée en cycle des CSN. L’irradiation du cerveau constitue un 
puissant modèle de « hit and run » qui nous a permis de caractériser les facteurs 
responsables des phases précoces de la reprise de la neurogenèse après irradiation. 
Ces facteurs pourraient notamment être cruciaux pour le contrôle de la balance 
quiescence/activation des CSN.   
Un autre aspect primordial pour mieux comprendre la neurogenèse adulte est de 
mieux caractériser l’évolution des niches neurogéniques au cours du vieillissement.  
Le vieillissement physiologique est associé à une réduction progressive des cellules 
en prolifération dans la ZSG et la ZSV (Enwere et al., 2004) (Tropepe et al., 1997) 
(Jessberger and Gage, 2008). L’optimisation de la caractérisation des populations 
neurogéniques peuplant la ZSV par FACS nous a permis, en comparant les niches 
neurogéniques de souris jeunes aux niches neurogéniques de souris  âgées, de 
déterminer les facteurs responsables du déclin de la neurogenèse lors du 
vieillissement.  
Ces différents objectifs ont pour but une meilleure compréhension des facteurs 
impliqués dans la prolifération des CSN chez l’adulte en conditions normales, après 
irradiation ainsi que lors du vieillissement. Les résultats obtenus pourraient contribuer 
au développement de nouveaux traitements pour différentes pathologies du système 
nerveux central. 
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Cette première étude a été publiée Février 2012 comme un chapitre du livre 
Proteomics – Human Diseases and Protein Functions. L’exposition du cerveau 
aux radiations ionisantes entraîne la mort des cellules en prolifération dans la ZSV 
(Shinohara et al., 1997). Pour de fortes doses d’irradiation, la neurogenèse est 
bloquée à long terme (Tada et al., 1999) mais l’exposition à des doses plus faibles 
permet une reprise de la neurogenèse. Les cellules en prolifération commencent à 
réapparaître 3 jours après exposition et atteignent un maximum après 7 jours (Tada 
et al., 1999) (Hopewell and Cavanagh, 1972). Ainsi, nous avons mis en place un 
modèle d’irradiation faible dose (2Gy) du cerveau adulte de jeunes souris adultes 
C57Bl6 (2-3 mois) afin d’étudier les facteurs impliqués dans la reprise de la 
neurogenèse. Lors de cette reprise de la neurogenèse, nous avons remarqué deux 
étapes importantes : 
- 72 h après irradiation :  
o On observe une forte diminution de l’incorporation de BrdU dans la 
SVZ, synonyme d’une disparition quasi-totale des cellules en 
prolifération 
o Alors que les cellules de type B1, les astrocytes et les cellules 
épendymaires survivent,  la grande majorité des cellules de type C et 
des cellules de type A n’ont pas survécu à l’irradiation. 
o Les rares cellules BrdU+ 72h après irradiation expriment en grande 
majorité le marqueur de CSN GFAP, suggérant que les CSN rentrent 
en prolifération. 
- 7 jours après irradiation :  
o On observe un plus grand nombre de cellules BrdU+ dans la SVZ 
qu’avant irradiation. 
o La majorité de ces cellules BrdU+ exprime le marqueur de neuroblastes 
PSA-NCAM, montrant que la neurogenèse a repris efficacement.  
          
A l’aide d’une analyse protéomique par gel d’électrophorèse en 2D combinée avec 
une analyse par spectrométrie de masse, nous avons analysé les protéines de la 
ZSV qui sont altérées 72h et 7J après une irradiation 2Gy. 
72
- Sur 871 spots observés, 32 spots sont modifiés après irradiation, et 5 spots 
sont spécifiquement modifiés 3 jours après irradiation, et 16 spots 7 jours 
après irradiation.  
- L’analyse a dévoilé que les protéines dont l’expression est modifiée avec 
l’irradiation occupent des fonctions cellulaires majeures comme la production 
d’énergie, la maintenance du cytosquelette et le trafic vésiculaire. 
- 20% des protéines identifiées sont impliquées dans le métabolisme oxydatif 
  
 Ces modifications protéiques qui sont associées à la prolifération des cellules 
souches neurales 3 jours après irradiation et des neuroblastes 7 jours après 
irradiation sont des premiers résultats prometteurs pour la compréhension des voies 
cellulaires impliquées dans la prolifération des CSN après irradiation. 
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1. Introduction 
Neurogenesis insures the production of functional neurons throughout life and occurs in 
two narrow regions of the adult mammalian brain, the subventricular zone (SVZ) lining the 
lateral ventricles and the subgranular zone in the hippocampus (Alvarez-Buylla&Lim,2004). 
The adult SVZ, which is separated from the lateral ventricle by a layer of epithelial cells 
known as ependymal cell, contains three main populations of neural progenitors: neural 
stem cells (NSCs), transit-amplifying cells (TAPs) and neuroblasts. NSCs are 
undifferentiated cells generally characterized by their functional capacities to both self-
renew and to generate a large number of differentiated progeny cells (Song, et al.,2011). 
Adult NSCs have an astrocyte-like phenotype (type B cells) and represent only 0.2-0.4 % of 
the SVZ cells, they are relatively quiescent and divide very slowly in vivo with a cell cycle 
length of 14 days (Morshead, et al.,1994). These cells are the precursors of rapidly dividing 
TAPs, or type C cells, which have the capacity to differentiate into neuroblasts (type A). 
Neuroblasts are organized as migratory chains along the rostral migratory stream (RMS) 
and integrate the Olfactory bulb (OB) to become interneurons (Fig. 1). 
The highly organised cytoarchitecture of the SVZ constitutes a niche for NSCs 
(Ihrie&Alvarez-Buylla, 2011). Cells localized in this specific microenvironment secrete a 
variety of factors involved in NSC proliferation, migration and/or differentiation  
* Contributed equally to this work
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(A) In adult mouse brain, neurons are continuously produced in two restricted regions: the subgranular 
zone (SGZ) of the dentate gyrus in the hippocampus and the subventricular zone (SVZ) lining the 
lateral ventricles (LV). The former produces neurons that functionally integrate into the granular cell 
layer of the hippocampus, whereas the SVZ produces neuroblasts, which migrate along the rostral 
migratory stream (RMS) to integrate the olfactory bulbs (OB) and differentiate into interneurons. 
(B) The SVZ is an highly organized neurogenic area which contains three cell types of neural cells: 
neural stem cells (NSCs), transit-amplifying progenitors (TAPs) and neuroblasts. Ependymal cells that 
contact the NSCs are organized as a single layer of epithelial cells separating the SVZ from the 
ventricles. 
(C) NSCs are defined as slow dividing cells having capacities to self-renew and to generate multiple cell 
types (neurons, astrocytes and oligodendrocytes). NSCs give rise to highly proliferating TAPs, which 
differentiate mostly in neuroblasts. NSCs are also able to produce oligodendrocytes and astrocytes 
according to development stages, in response to brain injury or in vitro conditions. The length of the cell 
cycle for NSCs and TAPs lasts 22 days and 12 h, respectively (Doetsch, et al.,1999, Morshead, et 
al.,1994). BV (blood vessel). 
Fig. 1. Neurogenesis in the adult mouse brain 
(Doetsch,2003). For example, GABA released from neuroblasts provides a feedback 
mechanism to control proliferation of NSCs in the SVZ (Liu, et al.,2005). Bone 
morphogenetic proteins signalling can direct neural progenitors to glial fate in the adult 
brain (Lim, et al.,2000), whereas the secretion by ependymal cells of Noggin, a polypeptide 
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antagonist of bone morphogenetic proteins, antagonizes Bone morphogenetic protein 
signalling and stimulates neurogenesis (Lim, et al.,2000). Brain endothelial cells are thought 
to be crucial for the NSC niche because they lie in close proximity to NSCs (Tavazoie, et 
al.,2008), where they probably regulate self-renewal of NSCs and their differentiation into 
neurons (Ramirez-Castillejo, et al.,2006). Brain endothelial cells may also balance 
proliferation/quiescence of NSCs by secreting Bone morphogenetic proteins (Mathieu, et 
al.,2008).  
A number of studies indicate that brain injury can induced SVZ cells to migrate towards 
non-OB areas especially towards lesions and participate in neuronal and glial repair 
(Alonso,1999, Cayre, et al.,2006, Goings, et al.,2004, Jankovski, et al.,1998, Macas, et al.,2006, 
Picard-Riera, et al.,2002, Yamashita, et al.,2006). Adult NSCs may therefore promise hopes in 
the repair of damaged central nervous system (Dubois-Dalcq,2005).  
Adult NSCs survive anti-mitotic cytosine arabinoside treatment in vivo unlike actively 
dividing TAPs and neuroblasts, which rapidly disappear. This assay has been used by 
Doetsch et al. to demonstrate that quiescent NSCs are able regenerate to the neurogenic SVZ 
niches (Doetsch, et al.,1999). Exposition of the brain to ionizing radiation induces apoptosis 
of proliferating cells in the SVZ (Shinohara, et al.,1997). For high doses of irradiation an 
incomplete repopulation of the SVZ occurred and neurogenesis is collapsed for long term 
(Tada, et al., 1999).  
However, exposition to low doses allows SVZ to be replenished. A recovery of proliferating 
cells is observed starting 3 days after radiation and peaking at day 7 (Hopewell and 
Cavanagh 1972; Tada, et al.,1999).  
In light of the recovery capacity of SVZ, we developed a model of low dose irradiation (2 
Gy) of adult mouse brain, which provokes a transient collapse of neurogenesis followed by 
a rapid recovery of the SVZ. The repopulation of the SVZ was most probably due to the 
stimulation of relatively quiescent NSCs and their proliferation (Morshead, et al.,1994, 
Pastrana, et al.,2009). 
Seek for factors involved in the stimulation of neurogenesis and production of new neurons 
remains a challenging task. We assume that our in vivo irradiation model will be helpful to 
identify proteins coinciding with SVZ reconstitution, i.e. those involved in NSC 
proliferation.  
Only few global proteomic analyses on rodent brains have been reported, attempting to 
identify proteins that are involved in brain injury such as middle cerebral artery occlusion 
ischemia (Sung, et al. 2010), or to gain further insight into the molecular mechanisms of 
neurodegenerative diseases (Broadwater, et al., Castegna, et al.,2002). Others proteomic 
studies aimed to identify crucial proteins by comparison between different brain 
developmental stages and during brain aging (Shoemaker, et al. 2010, Yang, et al.,2008). 
Therefore, we performed a global proteomic analysis based on 2 dimensional-gels and 
identification by mass spectroscopy in our SVZ reconstitution model. We decided to work 
with proteins extracted from SVZ, instead of cells isolated using a specific marker. Indeed, 
with all SVZ extract, including NSC, progenitor cells and the SVZ extracellular matrix, it 
was possible to search for protein and secreted factors potentially involved in NSC 
proliferation, migration and/or differentiation. 
In this preliminary study, an accurate analysis of 2D-gel revealed that several proteins from 
SVZ appeared as modulated following brain radiation. Important issues of this study are the 
identification of candidates possibly involved in the stimulation of quiescent NSCs.  
Proteomics – Human Diseases and Protein Functions 330 
2. Material and methods 
2.1 Mouse irradiation 
We used eight-week old male C57BL/6J mice (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France). All 
experimental procedures complied with the European Communities Council Directive of 24 
November 1986 (86/609/EEC) and European Union guidelines. 
Mice were irradiated with a medical Alcyon irradiator (G-rays 60Co) (Fig. 2). Prior to 
radiation, mice were anesthetized with ketamine (75 mg/kg, Merial, Lyon, France) and 
medetomidine (1 mg/kg, Pfizer, Paris, France) by intraperitoneal (i.p.) route. Immobilized 
mice were placed under a lead shield in order to expose the head and to protect the rest of 
the body. A total dose of 2 Gy was delivered with a dose rate of 1 Gy/mn. After exposure, 
mice were woken up by i.p. injection of antipamezole (1 mg/kg, Pfizer, Paris, France).  
 
 
Irradiation was performed with a medical irradiator (Alcyon, 60Co source). Irradiation window was 
focused at the level of the head of the anesthetized mouse. The rest of the body was protected by a lead 
shield. 
Fig. 2. Schematic representation of brain irradiation  
2.2 Micro-dissection of the brain 
At different time points after radiation, mice were euthanatized and SVZ and striatum (STR) 
were micro-dissected (Fig. 3). The micro-dissection method used to isolate SVZ is very tricky 
since SVZ is a very tiny part of brain tissue. Briefly, skull was cut with scissors at the 
midline and carefully removed with forceps. The brain was transferred into a Petri dish 
containing phosphate buffered saline and 6g/L of glucose. OBs were removed and a coronal 
cut was made at the optical chiasma. Then, under a stereomicroscope, septum was removed 
from the fore part of the brain with small forceps. Lateral walls of ventricle, containing the 
SVZ, were microdissected using small forceps and cleared out of contaminating corpus 
callosum and STR. A piece of STR adjacent to SVZ was taken. Tissue pieces were 
immediately frozen in liquid nitrogen. 
2.3 Protein extraction 
Proteins were extracted from SVZ and STR of control (Ctr) and irradiated mice. Tissues 
were homogenized in buffer containing 9M urea, 4% CHAPS, 0.05% Triton X100, 65 mM 
DTT and a protease inhibitor cocktail (Roche) with a small Teflon pestle and cell debris were 
removed by ultra-centrifugation at 100 000g for 1 hour (TL100, Beckman). The protein  
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(A) A schematic representation of ventral face of the brain with the two cuts: one at the front just behind 
the OB and one at the level of optic chiasma. (B) Representative photographs of dorsal face and (C, D) 
ventral face of the mouse brain. (E, F) Coronal views of brain slices after cuts. (E) Lateral ventricles are 
visible from each part the septum. The ventricular walls to be dissected out containing the SVZ are 
indicated by arrow and light blue lines.  
Cx: cortex; cc: corpus callosum; St: striatum; Sp: septum. 
Fig. 3. Process for micro-dissection of the SVZ 
content was estimated in the supernatant using the Bradford assay. To limit variability, 
tissue pieces from mice with the same treatment were mixed together in proteomic sample 
buffer.  
2.4 Two-dimensional electrophoresis 
Two-dimensional electrophoresis was performed with at least 5 technical replicates. Briefly, 
precast 18 cm strips, pH range 3-10 NL (GE), were rehydrated in the presence of 100 µg of 
protein extract. Isoelectric focusing was carried out using a Protean IEF Cell (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA) isoelectric focusing system until 80 KV h-1. The strips were then 
incubated in the first equilibration solution (50 mM Tris–HCl pH 8.8, 6 M urea, 30% (v/v) 
glycerol, 2% (w/v) SDS) with 130 mM DTT and then in the second equilibration solution (50 
mM Tris–HCl pH 8.8, 6 M urea, 30% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS) with 130 mM 
iodoacetamide. Strips were then embedded using 1% (w/v) low-melting agarose on the top 
of the acrylamide gel. SDS-PAGE was carried out on a 12% acrylamide SDS-polyacrylamide 
gel, using the Dodeca Cell electrophoresis unit (Bio-Rad).  
Gels were stained with Sypro-Ruby and scanned to images, which were digitized with a 
Typhoon 9400 fluorescent scanner (Typhoon 9400 GE) using the 532 nm excitation laser and 
the 610BP emission filter. Image were acquired at a 100 µm resolution with a 550 voltage 
applied to the photomultiplier tube. 
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2.5 Image analysis 
Images from stained gels were analyzed using the Samespots software v4.1 (Non-linear 
Dynamics, UK). All pictures were first aligned and gel replicates were then grouped to create a 
global analysis with all conditions. Spots of each sample were compared between control and 
irradiated conditions. A multivariate statistic analysis was performed using the statistic mode 
of the Samespots software v4.1 (Non-linear Dynamics, UK). Spots with significant differences 
between control and irradiated cells (Anova t-test p<0.05) were first extracted. Then, only spots 
with a P value < 0.05 and a power > 0.8 were finally selected. Spots of interest were selected for 
subsequent protein identification by mass spectrometry analysis. 
2.6 Two-D gel reproductibility 
Using gel-based proteomics analysis, it is important to estimate the contribution of 
biological and technical variations. We assessed the degree of biological variation inherent 
to the 2-DE process. SVZ were extracted separately from 9 mice. For each mouse, about 150 
µg proteins were extracted in buffer containing 9M urea, 4% CHAPS, 0.05% Triton X100, 65 
mM DTT and a protease inhibitor cocktail (Roche) then were used to produce a 
corresponding 2D-gel. Protein spot volume was determined for all spots matched in an 
experimental set using the Samespots software packages with default settings, as used for 
all the study. Coefficients of variation (CV) were calculated for each protein sample, or as a 
function of spot intensity. CV was calculated as a percentage of standard variation as related 
to mean: (SD/mean) x100 (Anderson, et al., 1985). 
The SVZ of each animal were used to perform a single 2-D gel. All spots of the 
corresponding 9 gels were compared as biological replicates (Fig. 4 A).  
 
 
(A) coefficient of variation of SVZ Ctr samples between 9 biological replicates, as a function of spot 
intensity (HAS: high abundant spots; MHAS: medium high abundant spots; MLAS: medium low 
abundant spots; LAS: low abundant spots). 
(B) coefficient of variation of all technical replicates, as a function of spot intensity. 
(C) comparison between coefficients of variation of biological replicates (BR) and technical replicates 
(TR) of SVZ and STR samples.  
Fig. 4. Biological and technical variability of proteomes as measured by 2-D gel 
electrophoresis.  
Coefficient of variation grew up from 20% for high abundant spots to about 40% for low 
abundant spots. As a comparison, the degree of technical variation inherent to the 2-DE 
process was estimated for each SVZ and STR samples. Biological samples corresponding to 
the same treatment were mixed and the resulting protein samples were used to perform 
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technical 2-D gel replicates (Fig. 4 B). In this case, a constant coefficient of variation was 
observed (about 20%) whatever spot abundance (Fig. 4 B) and sample treatment (Fig. 4 C). 
This analysis of 2-D gel reproducibility clearly showed the advantage to perform technical 
replicates with mixed biological samples. 
2.7 MALDI-TOF MS analysis 
Spots were excised from preparative two-dimensional electrophoresis gels by hand, and 
processed using a Packard Multiprobe II liquid-handling robot (Perkin Elmer, Courtaboeuf, 
France). After washing successively with water, 25 mM ammonium bicarbonate, acetonitrile 
/ 25 mM ammonium bicarbonate (1:1, v/v) and acetonitrile, gel fragments were dried at 
37°C. Protein digestion was carried out at 37°C for 5 hours following addition of 0.125 Ǎg 
trypsin (sequencing grade, modified, Promega, Charbonières, France), and resulting 
fragments were extracted twice with 50 ǍL acetonitrile / water (1:1, v/v) containing 0.1 % 
trifluoroacetic acid for 15 min. Pooled supernatants were concentrated with a speedvac to a 
final volume of 20 ǍL. Peptides were simultaneously desalted and concentrated with C18 
Zip-Tip micro-columns to a final volume of 3 ǍL, an aliquot of each sample was mixed (1/1) 
with the alpha-cyano-4- hydroxycinnamic acid matrix at half saturation in 
acetonitrile/water (1:1, v/v) and the mixture was immediately spotted on the MALDI target 
by the Multiprobe II robot. Mass spectra were recorded in the reflector mode on a UltraFlex 
II MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Automatic 
annotation of monoisotopic masses was performed using Bruker’s SNAPTM procedure. The 
MASCOT search engine software (Matrix Science, London, UK) was used to search the 
NCBInr database.  
The following parameters were used: mass tolerance of 30 to 100 ppm, a minimum of five 
peptides matching to the protein, carbamidomethylation of cysteine as fixed modification, 
oxidation of methionine as variable modification, and one missed cleavage allowed. 
2.8 Nano LC MS analysis 
When low abundant spots could not be identified by PMF, LC-MS/MS analysis was 
conducted. Stained protein spots were excised manually, washed, digested with trypsin and 
extracted using formic acid. Protein digests were analysed using an ion trap mass 
spectrometer (Esquire HCT plus; Bruker, Billerica, MA, USA) coupled to a nano-
chromatography system (HPLC 1200, Agilent, Santa Clara, CA, USA) interfaced with an 
HPLC-Chip system (Chip Cube, Agilent). MS/MS data were searched against NCBI 
(National center for Biotechnology information) and MSDB databases using Mascot 
software. 
3. Results and discussion 
3.1 Regeneration of the SVZ after radiation 
We have developed a model of SVZ reconstitution after low dose irradiation (2 Gy) of adult 
mouse brain. Radiation exposure provoked a transient collapse of neurogenesis followed by 
a rapid recovery of the SVZ (Fig. 5).  
Cell proliferation was assessed in the SVZ by injection with the thymidine analog 5-bromo-
2’-deoxyuridine (BrdU). We observed a sharp decrease in BrdU incorporation 72h after 
radiation, however, BrdU labelling subsequently recovered within 7 days after exposure 
(Fig. 6A). BrdU positive cells were scarce 72h after irradiation but most of them expressed  
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Radiation exposure of mice at 2Gy provoked a transient disappearance of progenitors of the 
subventricular zone (SVZ) such as transit-amplifying cells (Type C cell) and neuroblasts (Type A cell) at 
72 hours. Four days later, those cells had almost completely replenished the SVZ. 
Fig. 5. Schematic representation of SVZ reconstitution model after adult mouse brain 
irradiation. 
Glial Fibrillary acidic protein (GFAP), a marker for NSCs, suggesting that quiescent NSCs 
are activated to re-enter cell cycle. Seven days after radiation, more numerous BrdU positive 
cells were observed and expressed the neuroblast marker PSA-NCAM arguing that 
neurogenesis recovered (Fig. 6B).  
On the basis of these data and with the aim of finding proteins, such as growth factors 
secreted in the microenvironment involved in regeneration of the cells of the SVZ after 
radiation, we extracted proteins of non-irradiated SVZ and 2 Gy-irradiated SVZ at 3 and 7 
days after exposure. 
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Mice were injected with BrdU 3 hours before sacrifice to label proliferating cells in control mice and 
after 2Gy-irradiation. Brain slices were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). (A) 
BrdU positive cells almost completely disappeared 72h post irradiation then they subsequently 
recovered in the SVZ niches.(B) 72 hours post-irradiation, some GFAP positive cells (pink), 
corresponding to candidate NSCs, have incorporated BrdU positive (green). At that time after 
irradiation, essentially NSCs proliferated in the SVZ niche. This result might underlie an activation of 
relatively quiescent NSCs 72h after irradiation. (C) 7 days after irradiation, the SVZ regeneration is 
evidenced by numerous neuroblasts PSA-NCAM postivie (green) and BrdU positive (red) in the SVZ. 
Fig. 6. Regeneration of the SVZ after irradiation  
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3.2 Proteomic strategy 
We combined 2D-gel electrophoresis and MS analyses of SVZ samples to determine proteins 
that are altered following radiation in adult neurogenic niches in comparison to a non-
neurogenic brain region, i.e. STR. Protein samples were separated using two-dimensional 
electrophoresis in 3-10 non-linear pH gradient strips and 12% acrylamide gels.  
SVZ samples obtained from irradiated mice at 3 and 7 days after radiation were compared 
with SVZ samples from non-irradiated control mice (Fig. 7). Along with micro-dissection 
procedures, SVZ can be contaminated with STR. For that reason and because the striatum is 
not a neurogenic zone, non-irradiated and 7 days-irradiated striatum samples were also 
taken.  
 
 
 
 
 
Fig. 7. Proteomic strategy of SVZ and STR samples comparison with no radiation (Ctr) and 3 
days (IR 3) or 7 days (IR 7) after radiation. 
3.3 Proteomic map analysis 
As it can be observed in Fig. 7, pictures corresponding to the different samples analysed 
were very close and only minor differences can be observed, using a dedicated image 
analysis software. 
From the 871 spots observed, a total of 36 spots were significantly modified for all the 
comparisons (Fig. 8). Thirty-two spots were modulated after irradiation and 4 spots were 
different between SVZ and STR. From these last spots, only one spot was more abundant in 
the SVZ than in STR suggesting a protein specifically expressed in the SVZ.  
Using non-irradiated SVZ as control, 5 spots were modulated 3 days after radiation, 16 spots 
were modulated at 7 days (Table 1). Sixteen spots were altered at day 7 after radiation when 
compared with day 3. In addition, SVZ samples were also compared with STR and 4 spots 
appeared as modulated 7 days following radiation. The variation in spot intensity was 
ranged between 1.2 and 1.9 that was in agreement with previously published data using 
similar 2D-gel approach (Broadwater, et al. 2011, Gasperini, et al. 2011). 
These spots, according to their localisation on the 2D reference map (Fig. 8), displayed an 
heterogeneous repartition on the gel, with a large range of iso-electric points (from 4 to 8) 
and of molecular weights (from 13 to 46 kDa).  
Different profiles were established according to spot modifications, as illustrated in the Fig. 9.  
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Fig. 8. Two-dimensional electrophoresis of SVZ proteins, separated under reducing 
conditions using 18-cm pH 3-10 strips for the first dimension, and a 12% acrylamide gel for 
the second dimension. 
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In comparison to non-irradiated SVZ: (A,A’) early modified from 3 days after radiation, (B) downregulated 
by irradiation from 3 days to 7days or (C,C’) late response to radiation at 7 days. In comparison to STR (D): 
no response to radiation. Numbers of spots corresponded to those listed in Fig. 3 and Table 1. Results are 
representative of volume intensity of the spot ± standard deviation from 5 technical replicates. 
Fig. 9. Intensity profiles of spots specifically modified in the SVZ 
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Interestingly, 79% of the spot variations were obtained from comparison between non-
irradiated SVZ and irradiated SVZ and appeared to be specific of the SVZ. Forty three 
percent of these spots were found modified between 3 and 7 days post-irradiation that 
might underlie functions of these proteins during the intense proliferation phase. Thirteen 
percent of them were modified 3 days after radiation as compared with control SVZ 
suggesting a role for the proteins in the activation of quiescent NSCs. 
The rest of them (21%) corresponded to spots altered in both regions after radiation in 
comparison to respective region controls, suggesting a role of these proteins in the response 
to radiation. 
Among the 32 spots identified with a significant response to radiation, we eliminated 9 
abundant spots (more than 0.1% of the total volume of spots) because they might not 
correspond to proteins involved in proliferation processes but rather have a cytoarchitecture 
function in the tissue. In a first round of analysis, among the 21 remaining spots, only 15 
were abundant enough and well separated in the gel to be excised allowing identification by 
MS (Table 1).  
3.4 Biological functions of the proteins 
We verified the expression of the genes corresponding to the identified proteins (Table1) 
using the Allen Brain Atlas database (Fig. 10). This database contained a thorough list of 
genes expression in the mouse brain by RNA hybridization (http://mouse.brain-map.org) 
(Lein, et al.,2007). We found that indeed 47% of our identified proteins have its gene 
expressed in the SVZ; the others being at least expressed in the adjacent regions, i.e. striatum 
or in the corpus callosum (Fig. 10). 
Identified proteins were classified according to their known biological activity (Fig. 11). 
Surprisingly, we did not identify proteins matching with growth factors or cell cycle 
regulation, as they may be present in too small quantity to be identified. Otherwise, we 
cannot exclude that gel resolution might not be optimized for the identification of this type 
of proteins.  
Myelin basic protein (MBP) that wraps axons has been identified in two adjacent spots (41, 
42) that varied according to Pi but not in their MW indicating posttranslational 
modifications. Strikingly, the amount of these spots decreased after radiation, which 
suggested a degradation of myelin sheets by radiation. This is of importance because MBP 
modifications have never been reported with such a low radiation dose (Tian, et al.,2008).  
Otherwise, this current proteomic analysis of SVZ demonstrates that a 2 Gy-radiation 
exposure affected major cellular functions such as proteasome, energy production, vesicle 
trafficking and cytoskeletal maintenance.  
Thirteen percent of the spots belong to the proteasome system known to be involved in the 
degradation of unneeded or damaged proteins by proteolysis (Mcbride, et al.,2003). The 
intensity of these spots were decreased between 3 and 7 days (spot) 34 or only 7 days post 
irradiation (spot 3) that might underscore a decrease of proteasome activity that has already 
been reported after irradiation in a variety of cell types (Mcbride, et al.,2002, 
Pajonk&Mcbride,2001). This reduction of proteasome activity has been proposed to be 
related, at least in part, to an increased expression of proteasome inhibitors 
(Conconi&Friguet, 1997, Zaiss, et al., 2002). 
Twenty percent of the spots corresponded to proteins having functions in metabolism 
pathways. Two of them (5, 44) were modified within 3 days after radiation. Another was 
increased 7 days after radiation and the identified protein have been implicated in  
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Spot Observed pI MW Abundance Variations reference sample ANOVA (p)
1 5.28 16 0.03899 -1.9 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.008 
  -1.8 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.013 
2 6.53 49 0.09853 -1.3 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.022 
3 5.95 25 0.05079 +1.3 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.033 
4 6.4 62 0.06269 +1.3 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.004 
5 6.41 36 0.04725 -1.3 in SVZ IR 3 SVZ CT 0.012 
7 6.68 60 0.27306 +1.3 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.043 
8 4.3 68 0.19432 +1.4 in STR CT SVZ CT 0.05 
9 6.44 68 0.01876 +1.3 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.019 
11 6.12 57 0.04227 -1.3 in STR IR 7 STR CT 0.031 
12 6.61 49 0.10724 +1.2 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.05 
    +1.2 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.010 
13 6.43 49 0.06881 +1.2 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.028 
    +1.3 in STR CT SVZ CT 0.007 
14 5.74 48 0.08356 +1.2 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.004 
15 5.82 46 0.08980 +1.3 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.02 
16 5.98 44 0.06190 +1.4 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.021 
17 6.53 43 0.10764 +1.3 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.003 
18 7.18 41 0.25750 +1.2 in STR CT SVZ CT 0.018 
19 5.58 40 0.07969 -1.2 in SVZ IR 3 SVZ CT 0.012 
20 5.72 37 0.09955 -1.2 in STR CT SVZ CT 0.012 
21 7.28 36 0.03971 -1.4 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.038 
22 7.29 34 0.12789 +1.2 in SVZ IR 3 SVZ CT 0.021 
    +1.4 in STR IR 7 STR CT 0.001 
23 6.47 33 0.38047 +1.2 in STR CT SVZ CT 0.011 
25 6.47 30 0.03257 -1.7 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.027 
  -1.6 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.047 
26 7.04 30 0.05344 -1.5 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.04 
27 6.35 30 0.02708 -1.6 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.01 
    -1.6 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.015 
29 7.33 27 0.10550 -1.3 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.041 
    +1.4 in STR IR 7 STR CT 0.004 
30 6.88 27 0.05109 -1.3 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.038 
31 6.37 27 0.04457 -1.4 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.01 
34 6.24 24 0.05691 -1.3 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.017 
  -1.3 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.036 
35 6.45 22 0.03776 -1.4 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.016 
36 7.49 20 0.06499 -1.6 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.046 
39 5.92 17 0.02929 -1.4 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.015 
    -1.4 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.018 
41 5.74 16 0.07440 -1.9 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.001 
  -1.9 in SVZ IR 7 SVZ IR 3 0.001 
42 5.5 16 0.04760 -1.6 in SVZ IR 7 SVZ CT 0.002 
    -1.5 in STR IR 7 STR CT 0.013 
44 7.09 13 0.02003 +1.5 in SVZ IR 3 SVZ CT 0.018 
45 4.63 13 0.06425 -1.4 in SVZ IR 3 SVZ CT 0.028 
46 8.48 12 0.94660 +1.4 in STR IR 7 STR CT 0.002 
Table 1. List of spots significantly modified in: control SVZ; 3 days following radiation SVZ, 
7 days following radiation SVZ, control STR; 7 days following radiation STR. Spot number; 
experimental protein molecular weight and pI; variation level, under-expressed (-) or over-
expressed (+) in the corresponding sample, vs reference sample; and ANOVA, (significant 
when p<0.05). Spots indicated in bold were excised from the gels and analysed by MS to 
allow the identification the proteins. The abundance corresponds to the ratio (%) of the 
volume one spot on the total volume of spots. 
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Fig. 10. An example of the expression of one gene corresponding to an identified protein 
using the Allen Brain Atlas database. This gene is expressed along the SVZ, a part of the 
RMS and also in the cortex (cx) but not in the corpus callosum (cc). 
 
Biological functions Spot number Response to radiation 
Mitochondrial 
respiratory chain 
3 
15 
45 
Late 
Late 
Early 
Intracellular transport 
20 
30 
No response 
Late 
Proteasome 
31 Late 
34 Mid 
Metabolism 
5 Early 
16 Late 
44 Early 
Cytoskeleton 
1 Mid 
19 Early 
Axogenesis/myelination 
25 
41 
42 
Early 
Mid 
Late 
Fig. 11. Distribution of the proteins identified by MS according to their biological function.  
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phospholipid biosynthesis that might correspond to proteins involved in the organisation of 
membrane structure during cell proliferation. In our context, these identified proteins might 
interfere with the proliferation wave during SVZ regeneration.  
Thirteen percent of the modulated proteins (spots 34, 30, 20) are central effectors in 
intracellular signal transduction pathways like GTPases mediating the formation of 
vesicles in neural cells, a fundamental process of neurotransmitter release (De Camilli, et 
al.,1995). 
Thirteen percent of the spots referred to cytoskeleton proteins (spots 1, 19) showing 
alteration from day 3 to 7. Thus, this proteomic analysis revealed that radiation exposure 
influence the expression of proteins involved the reorganisation of actin cytoskeleton 
probably associated with proliferation and/or migration.  
It appeared that 20% of the modulated proteins were known for being implicated in 
oxidative metabolism. One of them (spot 45) decreased early after radiation that might 
reflect a radio-induced defect of mitochondrial metabolism. The two other spots (3, 15) were  
 
 
From 871 spots, 32 spots showed variations of intensity after irradiation. Among the last spots, we 
analysed and identified 17 spots. Twenty-six percents of the identified proteins matched with proteins 
already described in oxidative metabolism. The next step of this work will consist firstly, in confirming 
these variations of intensity by other technical approaches such as western blot and 
immunohistochemistry and secondly, in demonstrating their involvement in the neurogenesis 
stimulation after SVZ irradiation. 
Fig. 12. Schematic representation of the current comparative proteomic analysis from control 
SVZ and 2Gy-irradiated SVZ at 3 and 7 days after exposure.  
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increased 7 days after radiation probably as a consequence of an increased metabolic activity 
of proliferating SVZ cells.  
The approach of the current proteomic analysis and the main results are represented in the 
Fig. 12. The next step of this work will be the validation of the variation of identified 
proteins and a deep analysis to demonstrate their involvement in neurogenesis stimulation 
following SVZ radiation and their potential use to stimulate neurogenesis in aged brains 
and/or neurodegenerative diseases.  
4. Conclusion 
This preliminary study demonstrates that 2D-gel electrophoresis is an accurate global 
proteomic analysis to analyse modifications in very small brain regions. In our model of 
neurogenic niche regeneration after 2Gy irradiation, which is associated with stem cell 
proliferation, we have identified proteins, which have major cellular functions such as energy 
production, cytoskeletal maintenance and vesicle trafficking. Interestingly, identified proteins 
have functions known to be involved in pathways previously reported to be altered by 
radiation which underscores the reliability of our proteomic approach. Especially, proteins 
involved in mitochondrial respiratory chain have been identified in our study; they produce 
energy and generate reactive oxygen species. Acharya et al. have shown that human NSCs 
significantly increased their oxidative and nitrosative stresses after radiation (Acharya, et al. 
2010). The importance of endogenous oxygen reactive species to control NSC proliferation has 
been reported as well (Le Belle, et al. 2010). Moreover, oxidative stress is implicated in the 
progression of aging and neurodegenerative disorders (Berlett&Stadtman, 1997, Butterfield, et 
al.,1997, Lauderback, et al.,2002, Richardson, 2009). In light of theses studies, our data 
concerning mitochondrial respiratory chain are very promising. This chapter describes the first 
part of our project, including a validation of the technical strategy, with examples of protein 
functions, associated with SVZ regeneration following 2Gy irradiation. The characterization of 
identified proteins is still under investigation, and needs further biological validations. 
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Nous montrons dans le premier article que la repopulation de la ZSV après irradiation 
est suivie par la prolifération des CSN, ce qui suggère que les CSN quiescentes 
s’activent et entrent en cycle après irradiation. Cependant, aucune étude ne prouve 
que les CSN restent en dehors du cycle cellulaire avant d’être activées par des 
signaux favorisant leur prolifération, et aucune méthode permettant la purification des 
CSN quiescentes n’a été publiée. Afin de mieux caractériser les CSN quiescentes et 
les signaux contrôlant leur activation, j’ai mis en place pour cet article une technique 
de tri par cytométrie en flux pour purifier les populations cellulaires de la zone sous-
ventriculaire de souris C57Bl6 adultes (2-3 mois). 
Les cellules ont d’abord été sélectionnées par le marqueur vital d’ADN Hoechst 
33342 et selon l’expression de trois marqueurs membranaires : CD15/LeX, CD24 et 
EGF ligand. Cette stratégie nous a permis d’isoler 5 populations de la ZSV :  
- CSN quiescentes [CD24-LeXbrightEGFR-],  
- CSN activées [CD24-LeX+EGFR+],  
- TACs (cellules de type C) [CD24-LeX-EGFR+] 
- Neuroblastes immatures [CD24+LeX-EGFR+] 
- Neuroblastes [CD24+LeX-EGFR-]. 
 Les populations triées ont été caractérisées par immuno-fluorescence et par qRT-
PCR en utilisant des marqueurs spécifiques ainsi qu’in vitro dans des cultures de 
neurosphères avec ou sans facteurs de croissance. De plus nous avons examiné le 
cycle cellulaire des populations triées par évaluation de leur contenu en ADN et par 
l’expression l’ARNm de cyclines caractéristiques de différentes phases du cycle 
cellulaire. Nous avons complété cette analyse par l’utilisation de souris FUCCI dont 
les cellules fluorescent en fonction de leur état dans le cycle (Sakaue-Sawano et al., 
2008). Ceci nous a permis de prouver que :  
- les CSN [CD24-LeXbrightEGFR-] triées étaient bien quiescentes, tandis que 
les CSN activées [CD24-LeX+EGFR+] proliféraient activement. 
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Nous avons confirmé par injection intraventriculaire de Dil fluorescent que :  
- les populations souches [CD24-LeXbrightEGFR-] et [CD24-LeX+EGFR+] 
contactaient le ventricule, caractéristique indispensable des souches neurales 
de la ZSV.   
C’est la première fois qu’une stratégie de tri cellulaire par cytométrie en flux permet à 
la fois de distinguer et de trier les CSNs quiescentes et activées, ainsi que les 
progéniteurs nerveux.  
Nous avons vu dans le premier article que l’exposition du cerveau adulte à des doses 
modérées d’irradiation provoque la mort ces cellules en prolifération, i.e TACs et 
neuroblastes, suivie par une reprise de la neurogenèse associée à des changements 
majeurs dans le métabolisme cellulaire. Mais les mécanismes associés à la reprise 
de la neurogenèse, notamment au niveau des cellules souches, restent incompris. 
Nous avons montré grâce à des analyses in situ que suite à une dose de 4Gy,  
- les CSN activées, cellules de type C ainsi que les neuroblastes et les cellules 
en prolifération, i.e. Mash1+, Dcx+ et BrdU+, mourraient pour plus 90% 
d’entre elles après irradiation. 
-  En revanche, les cellules GFAP+ bordant le ventricule, représentant les CSN, 
ne semblent pas être altérées par l’irradiation.  
Nous avons ensuite confirmé la radio-résistance des CSNs par cytométrie en flux : 
seules les CSNs quiescentes [CD24-LeXbrightEGFR-] résistent au traitement et sont 
enrichies 48h après irradiation. Une fois prouvé que les CSNs quiescentes résistent 
à l’irradiation contrairement aux cellules différenciées, nous avons montré qu’elles 
rentrent en cycle après irradiation et qu’elles sont responsables de la reprise de la 
neurogenèse. En effet :  
- Plus de 80% des cellules en prolifération ou en mitose (BrdU+ FucciGreen+ 
pRb+ ou pH3+) 48h après irradiation expriment la GFAP, et sont EGFR- et 
Mash1-, ce qui correspondrait donc à l’entrée en cycle de CSNs quiescentes 
48h après irradiation.  
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Ces résultats ont été confirmés par cytométrie en flux ou la majorité des cellules qui 
entrent en prolifération 48h après irradiation sont les [CD24-LeXbrightEGFR-]. Par 
ailleurs, ces travaux prouvent pour la première fois que les CSN quiescentes bordant 
les ventricules latéraux du cerveau adulte murin rentrent en cycle après une dose 
modérée d’irradiation pour rétablir la neurogenèse, avant d’exprimer l’EGFR 
suggérant que la voie de l’EGFR n’est donc pas nécessaire à l’entrée en cycle des 
CSN quiescentes.  
Afin de mieux élucider les signaux responsables de leur entrée en prolifération, nous 
nous sommes intéressés aux signaux médiés par la niche neurogénique sur le 
contôle de l’activation des CSNs après irradiation. Les  récepteurs au GABAA 
(GABAAR) sont des canaux ioniques heteropentameriques exprimés sur les cellules 
de type B1, C et A dans la ZSV (Platel et al., 2010b). L’activation des GABAAR réduit 
la prolifération des progéniteurs embryonnaires (Haydar et al., 2000) (LoTurco et al., 
1995) (Wang et al., 2003), les progéniteurs post-nataux (Nguyen et al., 2003) et les 
CSN et progéniteurs adultes (Liu et al., 2005) (Fernando et al., 2011). GABA est 
relargué par les neuroblastes dans la SVZ et exerce une inhibition de la prolifération 
des CSN via la phosphotylation de l’histone H2AX (Fernando et al., 2011). 
Cependant, le rôle de la voie du GABAAR sur la sortie de quiescence et l’activation 
des CSN n’a pas encore été déterminé. Ici nous montrons in vivo que : 
- L’injection d’un antagoniste aux GABAAR (bicuculline) entraîne l’entrée en 
cycle des CSNs quiescentes, tandis que le traitement avec un agoniste aux 
GABAAR (muscimol) bloque la reprise de la neurogenèse pendant les 
premiers jours suivant l’irradiation. 
  
Ces résultats montrent que la perte de la voie de signalisation du GABAAR après 
irradiation provoque l’entrée en cycle des CSN quiescentes, ce qui suggère 
fortement que le neurotransmetteur GABA maintient les CSN dans leur état de 
quiescence en condition physiologique. Cette étude décrit la voie de signalisation au 
GABAAR comme une mécanisme contrôlant la taille de la niche dans la ZSV, via la 
régulation de la quiescence des CSN. 
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Abstract Quiescent neural stem cells (NSCs) are considered the reservoir for adult neurogenesis, generating new neurons
throughout life. Until now, their isolation has not been reported, which has hampered studies of their regulatory mechanisms.
We sorted by FACS quiescent NSCs and their progeny from the subventricular zone (SVZ) of adult mice according to the
expression of the NSC marker LeX/CD15, the EGF receptor (EGFR) and the CD24 in combination with the vital DNA marker
Hoechst 33342. Characterization of sorted cells showed that the LeXbright/EGFR-negative population was enriched in
quiescent cells having an NSC phenotype. In contrast to proliferating NSCs and progenitors, the LeXbright/EGFR-negative cells,
i.e. quiescent NSCs, resisted to a moderate dose of gamma-radiation (4 Gy), entered the cell cycle two days after irradiation
prior to EGFR acquisition and ultimately repopulated the SVZ. We further show that the GABAAR signaling regulates their
cell cycle entry by using specific GABAAR agonists/antagonists and that the radiation-induced depletion of neuroblasts, the
major GABA source, provoked their proliferation in the irradiated SVZ. Our study demonstrates that quiescent NSCs are
specifically enriched in the LeXbright/EGFR-negative population, and identifies the GABAAR signaling as a regulator of the SVZ
niche size by modulating the quiescence of NSCs.
© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
Introduction
The adult forebrain contains neural stem cells (NSCs) within the
subventricular zone (SVZ), and these cells ensure neurogenesis
during adulthood (Doetsch et al., 1999a). Adult NSCs succes-
sively give rise to transit amplifying cells (TACs) and then
neuroblasts. Neuroblasts then migrate in chains to the
olfactory bulbs, where they differentiate into neurons (Lois et
al., 1996). Adult-born neurons in the olfactory bulbs are critical
Abbreviations: Dcx, Doublecortin; FUCCI, Fluorescence
Ubiquitination Cell Cycle Indicator; GFAP, Glial Fibrillary Acidic
Protein; GLAST, Glutamate Aspartate Transporter; LeX, Lewis X;
NSC, Neural stem cell; SVZ, Subventricular zone; TAC, Transit-
amplifying cell.
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for olfactory memory (Lazarini et al., 2009). Adult NSCs, also
known as type B cells, contact the lateral ventricle, have an
astrocytic phenotype and express Glial Fibrillary Acidic Protein
(GFAP) (Doetsch et al., 1999a; Garcia et al., 2004). NSCs also
express the cell surface carbohydrate Lewis X (LeX)/CD15
(Capela and Temple, 2002; Obermair et al., 2010).
Adult NSCs have been considered relatively quiescent,
with a cell cycle length lasting several days under physio-
logical conditions, in contrast to 12 h for TACs (Morshead et
al., 1994). Killing the constitutively proliferating cells in the
SVZ using antimitotic drugs leaves quiescent NSCs intact, has
few effects on the number of NSCs and results in a complete
recovery of neurogenesis in the SVZ through repopulation
from the relatively quiescent NSCs (Doetsch et al., 1999b;
Morshead et al., 1994). Similarly, exposure of the adult
brain to a moderate dose of ionizing radiation provokes the
death of proliferating cells, such as TACs and neuroblasts
(Chevalier et al., 2012; Shinohara et al., 1997; Tada et al.,
1999). This phenomenon is followed by NSC proliferation and
the recovery of cells in the SVZ, suggesting that quiescent
NSCs are activated to re-enter the cell cycle with major
alterations in oxidative metabolism (Chevalier et al., 2012).
Using GFAP::GFP transgenic mice combined with CD24 and a
fluorophore-complexed EGF ligand, Pastrana et al. reported
the appearance of cycling NSCs with a GFAP+EGFR+ pheno-
type after exposure to an antimitotic drug; using a FACS
approach, the authors prospectively isolated these activated
NSCs (Pastrana et al., 2009). These findings suggest that a
population of quiescent NSCs exists that are capable of
re-entering the cell cycle and restoring neurogenesis after
SVZ depletion. However, recent studies fail to show that
quiescent adult NSCs exist outside the cell cycle and remain
in stasis until activated by appropriate proliferative signals,
and to-date, no prospective methods have been reported to
sort this population of cells.
GABAA receptors (GABAAR) are heteropentameric ion
channels with prevalent expression on immature cells,
including astrocyte-like SVZ cells, TACs and neuroblasts
(Platel et al., 2010). Previous studies reveal that GABAAR
activation decreases the proliferation of embryonic
neocortical progenitors (Haydar et al., 2000; LoTurco
et al., 1995; Wang et al., 2003), early postnatal neural
progenitors (Nguyen et al., 2003) and adult NSCs and TACs
(Fernando et al., 2011; Liu et al., 2005). In the SVZ, GABA
produced by neuroblasts exerts a feedback mechanism
inhibiting the proliferation of astrocyte-like SVZ cells (Liu
et al., 2005). The inhibition of GABAAR signaling resulting
from an endogenous expression of Diazepam binding
inhibitor in TACs stimulates their proliferation in the
early postnatal SVZ (Alfonso et al., 2012). Downstream
GABA signaling in NSCs has been linked to histone H2AX
phosphorylation, which limits proliferation (Fernando et
al., 2011); however, the effects of GABA signaling on NSC
exiting quiescence or in the activation of NSCs have yet to
be determined. Further investigations are warranted to
identify whether perturbations of GABA neurotransmitter
signaling upon injury impact the recruitment and prolifer-
ation of NSCs.
Here, we isolated quiescent NSCs and activated NSCs
and demonstrated that the stress-induced elimination
of neuroblasts provokes NSCs to exit quiescence through
limitations in GABA inhibitory signaling.
Materials and methods
Animals and irradiation procedure
Young adult (2–3 months old) C57Bl/6 mice were used in this
study. The animals were maintained with access to food and
water ad libitum in a colony room kept at a constant
temperature (19 °C–22 °C) and humidity (40–50%) on a
12:12 h light/dark cycle. For cell cycle analysis, transgenic
Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicator (FUCCI) green
mice were used (Sakaue-Sawano et al., 2008). Mice were
anesthetized with ketamine anesthesia (75 mg/kg, Imalgen,
Merial, Lyon, France) and medetomidine (1 mg/kg, Domitor,
Pfizer, Paris, France), and the entire head was exposed to a
60Co source in a medical irradiator (Alcyon); one lead shield
protected the rest of the body during 60Co exposure. A total
dose of 4 Gy was given (1 Gy/min). After exposure, an
intraperitoneal (i.p.) injection of atipamezole (1 mg/kg,
Antisedan, Pfizer, Paris, France) was used to reverse the
anesthesia.
Animal experiments were carried out in compliance with
the European Communities Council Directive of November
24, 1986 (86/609/EEC) and were approved by our institu-
tional committee on animal welfare (CETEA-CEA DSV IdF).
Drug administration
In vivo treatments involved the i.p. administration of muscimol
(Sigma, 4 mg/kg) or bicuculline (Sigma, 4 mg/kg) twice daily
as previously reported (Fernando et al., 2011).
Immunofluorescence
Deeply anesthetized animals received an intra-cardiac
perfusion of 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium phos-
phate, pH 7.4. Brains were post-fixed for 2 h in 4% PFA,
cryoprotected in incrementing 10–30% sucrose/PBS. Serial
coronal cryostat sections were made at 14 μm of thickness.
Brain sections were blocked in phosphate buffered saline
(PBS) containing 0.1% Triton X100 and were incubated with
primary antibody overnight at 4 °C. The following primary
antibodies were used: mouse anti-GFAP (1:400, Mab3402,
Millipore), rabbit polyclonal anti-GFAP (1:400, Sigma),
anti-GFAP-647-conjugated (GA5) (1:400, mAb3657, Cell Sig-
naling), mouse anti-BrdU (1:300, RPN202, GE Healthcare),
goat anti-Dcx (1:200, clone C-18 sc-8066, SantaCruz), mouse
anti-Nestin (1:100, BD), rabbit anti-cleaved caspase-3
(Asp175) (1:100, mAb9579, Cell Signaling), mouse anti-Mash1
(1:100, mAb556604, BD Biosciences), rabbit anti-monomeric
Azami-Green 1 (1:200, PM052, Clinisciences), mouse IgG1
anti-EGFR (1:100, BD Biosciences), rabbit anti-phospho-Rb ser
807/811 (1:200 Cell Signaling), and rabbit anti-acetyl and
phosphor-histone H3 Lys9/Ser10 (1:100 Cell Signaling). After
several washes in PBS containing 0.1% Triton X-100, slices
were incubated with the appropriate secondary antibody
(Alexa Fluor series at 1:200, Invitrogen, USA) for 2 h at room
temperature. To label cycling cells, BrdU was injected
intraperitoneally 3 h before the mice were sacrificed; BrdU
was revealed using anti-BrdU kit (Amersham) after a pretreat-
ment of slices with DNAse (Sigma). Staining was replicated in
at least 2–3 slices from three different mice. Z-stacks were
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acquired on a laser-scanning confocal microscope (Olympus
FluoView 1000) with a 40× oil immersion objective. The
number of cells (Mash1+, Dcx+, FUCCI green+ or BrdU+) was
quantified in each Z-section. Images were analyzed using LAS
LF (Bitplane AG, Switzerland) and reconstructed in Image J
and Photoshop CS3 (Adobe, USA).
Preparation of SVZ cells and FACS
Lateral ventricle walls containing cells from the SVZ were
microdissected under a binocular dissection microscope and
collected in a cold 0.6% glucose/PBS solution. SVZ cells were
incubated at 37 °C with papain and then dissociated into
single-cell suspensions by flushing the cells through a p200
micropipette tip, as previously described (Sii-Felice et al.,
2008). Experiments were conducted to efficiently dissociate
cells without affecting antibody binding, and the optimal
dissociation time was determined to be 10 min. For DNA
content analysis, dissociated cells were incubated for 1 h
30 min at 37 °C with 5 μg/mL Hoechst 33342 (Sigma) in
DMEM:F12 medium supplemented with 2% B27 (Mouthon et
al., 2006). Then, the cells were washed in PBS containing
0.15% bovine serum albumin. For mouse cell-surface marker
analysis, we used CD24 phycoerythrin [PE]-conjugated (rat
IgG2b; 1:50 BD Biosciences), LeX/CD15 fluorescein isothiocy-
anate [FITC]-conjugated (mouse IgM; 1:50 BD Biosciences),
Alexa647-conjugated EGF (1:200, Life Technologies), and
APC-conjugated anti-Glutamate Aspartate Transporter
(GLAST) antibodies (ACSA-1 mouse/rat, 1:10 MACS Miltenyi
Biotec). Antibodies were titrated over a semi-log scale to
determine the appropriate dilution in the PBS/0.15%
bovine albumin serum solution and then incubated at 4 °C
for 25 min. The cells were washed prior to sorting or
analysis. Immediately prior to FACS, propidium iodide (PI)
or Hoechst 33258 was added to a final concentration of
2 μg/mL to label dead cells. The cells were analyzed on a
LSRII (BD Biosciences) and sorted on an INFLUX (BD Bio-
sciences). Sorting gates were drawn according to fluorescence
minus one (FMO) controls. Only living cells were analyzed for
the surface expression whereas dying cells and doublets were
excluded. Ependymal cells expressing a high level of CD24
(Pastrana et al., 2009) were outside the gates. The data were
analyzed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR).
Labeling of cells that contact the ventricle with Dil
An intra-ventricular injection of lipophilic carbocyanine
SP-DiIC18 (3) (5 μL at 20 μg/mL; Invitrogen) was performed
using a stereotaxic apparatus (David Kopf model 900 Small
Animal Stereotaxic Instrument) 24 h prior to microdissection.
CD24-positive and -negative SVZ cells were sorted using
CD24-PE and anti-PE immunomagnetic beads on a LD column
(Miltenyi Biotec).
Cultures of sorted SVZ cells
For neurosphere cultures, sorted cells were plated at a
density of 1–3 × 103 cells/well in 24-well tissue culture
plates (TPP, Switzerland). The culture medium was com-
posed of NeuroCult medium complemented with the
proliferation supplement (STEMCELL Technologies), 2 μg/mL
heparin, 20 ng/mL EGF and 10 ng/mL FGF-2. Seven days after
plating, the neurospheres were counted, mechanically disso-
ciated and subcultured in 6-well plates.
For adherent cultures, sorted cells were plated on poly-D
lysine coated plates in DMEM:F12 supplemented with 2% B27,
without growth factors (Costa et al., 2011).
The cultures were incubated at 37 °C in a humidified
atmosphere containing 5% CO2.
RNA isolation and qRT-PCR
After sorting, cells were immediately lysed in RLT-Plus buffer
(QIAGEN). Total RNA was isolated with the RNeasy MICRO kit
(QIAGEN) according to the manufacturer's instructions.
Q-PCR was performed on an ABI PRISM 7200 Sequence
Detector System using SYBR Green for RT-PCR. cDNA was
synthesized using the Reverse Transcription High Capacity
Master Mix (Applied Biosystems) with specific primers
(Eurogentec). Expression levels were normalized to GAPDH.
Statistical analyses
Non-parametric tests were conducted using StatView5 software
(SAS Institute Inc., Cary, NC); the Kruskall–Wallis test was used
formultiple comparisons, and theMann–Whitney test was used
for two comparisons. The statistical significance was set at
P b 0.05. The data are expressed as the mean ± SEM.
Results
Sorting of NSCs and their progeny in the adult SVZ
To isolate NSCs and their progeny by FACS from the adult mouse
SVZ, we used the reputed stem/progenitor marker LeX (Capela
and Temple, 2002) combined with an anti-CD24 antibody to
label neuroblasts (Calaora et al., 1996) and a fluorescent EGF to
label EGFR on actively proliferating cells (Pastrana et al., 2009).
Six populations have been sorted according to FACS gating
(Fig. 1A and Fig. S1A) and were analyzed for cell-type-specific
markers by immuno-phenotyping, qRT-PCR and their capacity
to form colonies in vitro (Figs. 1B–E).
(i) The most abundant sorted SVZ population was
CD24+LeX−EGFR− cells (hereafter called CD24+),
representing 26.6 ± 0.6% of SVZ cells, and was mostly
composed of neuroblasts as they expressed the specific
marker Dcx (Brown et al., 2003) (Figs. 1B, C and Fig.
S1D). Consistently with the cell cycle exit of neuroblasts,
those cells were unable to form colonies in vitro (Fig. S2).
(ii) The CD24+LeX−EGFR+ population (hereafter called
CD24+EGFR+, 4.3 ± 0.2% of SVZ cells) contained a
majority of Dcx+ neuroblasts. However, most of
CD24+EGFR+ cells also expressed Mash1 (Figs. 1C, D and
Fig. S1D), a basic helix–loop–helix transcription factor
expressed in TACs (Parras et al., 2004). Moreover, these
cells were able to proliferate in vitro, forming
neurospheres (Fig. S2), arguing that this population
corresponded to immature neuroblasts.
(iii) The CD24−LeX−EGFR+ population (hereafter called
EGFR+; 2.5 ± 0.2% of SVZ cells) was mostly composed of
Mash1+ cells but was devoid of Dcx and GFAP (Figs. 1B–D)
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and, in addition, EGFR+ cells formed neurospheres
(Fig. S2). These data confirm that the EGFR+ population
is mostly composed of TACs.
(iv) CD24−LeX+EGFR+ cells (hereafter called LeX+EGFR+;
1.0 ± 0.1% of SVZ cells) expressed Mash1 together with
GFAP and GLAST (Figs. 1B–D and Fig. S1C), another
astroglial markers expressed on NSCs (Mori et al., 2006).
Remarkably, LeX+EGFR+ cells had the greatest capacity
to form self-renewing secondary neurospheres (Fig.
S2B). LeX+EGFR+ population had also the highest
colony-forming capacity in adherent cultures (Fig. S2C),
forming clones with both astrocytes and neuroblasts,
reminiscent of an asymmetrical NSC division (Costa et
al., 2011). Therefore, these data show that the
proliferating NSCs were contained in the LeX+EGFR+
population.
The CD24−LeX+EGFR− population was split into two
distinct populations according to the expression level of
LeX: (v) LeXdim cells (8.6 ± 0.4% of SVZ cells) and (vi)
LeXbright cells (1.3 ± 0.1% of SVZ cells). Neither LeXbright
population nor LeXdim population was able to form clones in
vitro (Figs. S2A–C). Nestin immuno-phenotyping was thus
assessed to investigate the presence of NSCs in these
populations. LeXdim population was mostly composed of
GFAP+Nestin− mature astrocytes (73%) and contained only
8% of GFAP+Nestin+ cells (Fig. 1E). By contrast, LeXbright
population was noticeably enriched in GFAP+Nestin+ cells
Figure 1 Purification of stem cells and their progeny from the adult SVZ. FACS plots are shown for fluorescence minus one (FMO)
controls (upper panel in A) and LeX/CD24/EGFR triple staining (lower panel in A). FACS-sorted populations were immuno-phenotyped
for GFAP, Mash1 and Dcx (B–C), and the expression of specific mRNAs was quantified by qRT-PCR (D). (E) GFAP/Nestin double
immunostaining of LeXbright and LeXdim cells. (F) After intra-ventricular Dil injection and the removal of CD24+ cells, FACS analyses
showed that the Dil+ cells, i.e. the cells contacting the lateral ventricle, were mostly LeX-positive cells. Data were obtained from 3 to
10 independent experiments. *P b 0.05, **P b 0.01. Scale bars: 10 μm.
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(48.9%) (Fig. 1E) and expressed genes for GFAP, GLAST and
Tlx, reminiscent of their NSC phenotype. These cells did not
express genes for EGFR and Mash1 two markers of TACs and
activated NSCs (Figs. 1C–D).
A cardinal characteristic of NSCs is that they contact the
lateral ventricle, exposing their primary cilia to the flow of
the cerebrospinal fluid (Doetsch et al., 1999a). Thus, a
fluorescent Dil cell tracer was injected into the lateral
ventricle to label cells contacting the lateral ventricle
before cell sorting. Analysis of the repartition of the Dil+
cells among CD24 negative populations shows that 17.9% was
in the LeX+EGFR+ population corresponding to activated
NSCs and 27% in the LeXbright population (Fig. 1F). This result
shows that LeXbright cells contact the ventricle, in accordance
with the presence of NSCs in this sorted population. Altogether
these data suggest that LeXbright population is enriched in
candidate NSCs and was thus further characterized.
LeXbright population contains quiescent NSCs
To gain insight into the cell cycling of the different cell
populations, the proportion of cells with DNA content N 2 N,
i.e., cells in the S/G2/M phases of the cell cycle, was
determined using vital DNA staining with Hoechst 33342
(Mouthon et al., 2006). The proportion of S/G2/M cells was
27.7% in the LeX+EGFR+ and 27.4% in the EGFR+ populations;
this proportion was even higher in the CD24+EGFR+ popula-
tion (35.5%; Fig. 2A′). However, CD24+ cells proliferated to a
lesser extent (7%), and the LeXbright cells underwent limited
DNA synthesis (0.2%; Fig. 2A′).
Cell cycle analysis was further assessed using FUCCI green
mice in which cells are green during the S/G2 phases and
colorless for the rest of the cell cycle (Sakaue-Sawano et al.,
2008) (Fig. 2B). This approach confirmed that actively cycling
populations were contained in the EGFR-expressing popula-
tions, with the highest level of S/G2 cells (40.0%) in the
CD24+EGFR+ population (Fig. 2B′). The EGFR− population that
contained the LeXbright population was almost completely
devoid of proliferating green cells (0.5%; Fig. 2B′); this supports
the hypothesis that these cells contain quiescent NSCs.
Cyclins are cell cycle regulators; their mRNA expression
levels depend on the phase of the cell cycle. The expression
of cyclins was examined in sorted SVZ populations (Fig. 2C).
Cyclin C is required for cells to exit the G0 phase and enter
the cell cycle (Ren and Rollins, 2004). Cyclin C is expressed
in LeXbright cells at the same level as in other SVZ
populations. As expected, populations expressing EGFR had
the highest expression levels for all cyclins associated with
cell cycle progression, i.e. cyclin D1 during G1, cyclin A2
during S, and cyclin B1 during G2/M. Notably, CD24+EGFR+
cells had the highest levels of cyclin B1 and Ki67, which is
consistent with their high proliferative activity observed
above. Ki67 mRNA expression was also directly correlated
with the proliferative state of the SVZ populations. Remark-
ably, LeXbright cells had nearly undetectable levels of Ki67
and other cyclins associated with cell cycle progression.
Altogether, these findings confirm that our sorting strategy
allows the prospective isolation of the main populations of
adult SVZ, such as activated NSCs and TACs, and can serve as a
powerful tool for sorting quiescent NSCs within the LeXbright
population.
LeXbright cells resist radiation and allow repopulation
of the SVZ
We tested the capacity of quiescent NSCs to resist genotoxic
stress and to repopulate the SVZ after whole brain irradiation.
Irradiation with gamma-radiation at a dose of 4 Gy provoked a
high level of p53-dependent apoptosis of SVZ cells within hours
(Fig. S3A), in accordance with a previous report (Chow et al.,
2000). In situ analyses revealed that the number of proliferating
cells, TACs and neuroblasts, such as BrdU+, Mash1+ and Dcx+,
dropped by more than 90% 48 h after irradiation (Figs. 3B–D).
By contrast, the amount of GFAP+ cells lining the lateral
ventricle, evocative of NSCs, appeared not altered by irradia-
tion (Fig. 3A). These GFAP+ cells presented a transient increase
in DNA damage shown by the formation of γH2AX foci, a
marker for DNA double strand breaks (Figs. S8A–B). After-
wards, the number of γH2AX foci returned to normal values
at 48 h after exposure suggesting that NSCs had repaired
their DNA damages (Figs. S8A–B). Remarkably, Mash1+ and
BrdU+ cells recovered thereafter with levels greater than
the normal values for Mash1+ cells at day 7 and the recovery
of Mash1+ TACs preceded the recovery of neuroblasts, in
agreement with the chronologic differentiation process
(Figs. 3B–D). All tested markers recovered to normal levels
at day 14. In addition, qRT-PCR on whole SVZ cells
confirmed that NSC markers, such as GLAST and TLX, were
maintained 24–48 h after irradiation, whereas markers for
TACs (Mash1, Sox2, Nestin) and neuroblasts (Dcx), as well as
Ki67, were profoundly reduced (Fig. 3E).
To confirm that the radio-resistant NSCs were able to give
rise to progeny, we performed a single injection of BrdU 48 h
after irradiation; 3 days later, we observed Dcx+BrdU+ cells in
the SVZ (Fig. S4B). Then, we injected BrdU between 48 h and
4 days after exposure (1 injection/day for 3 days), followed by
a chase of 16 days. GFAP-positive cells that retained long-term
BrdU labeling were present in the SVZ (Fig. S4D), reminiscent of
slowly dividing NSCs (Morshead et al., 1994). Moreover,
Dcx+BrdU+ cells were observed in the olfactory bulbs (Fig.
S4E), confirming that NSCs proliferating early after irradiation
were able to produce neuroblasts that migrate into the
olfactory bulbs.
We used our FACS method to evaluate the effects of
irradiation on the different SVZ cell populations. The decreased
numbers of proliferating cells in the SVZ 48 h after exposure
were confirmed both by analyzing the proportion of cells with
DNA content N 2 N and by using FUCCI green mice (Figs. S5A,
B). A decrease in the LeX+EGFR+, EGFR+, CD24+EGFR+ and
CD24+ populations was observed shortly after irradiation with a
minimum at 24–48 h (Fig. 3F and Fig. S6). Concomitantly,
LeXbright cells showed a relative increase, being 6 times more
abundant than LeX+EGFR+, EGFR+ at 48 h (Fig. S6), revealing
their resistance to radiation. Thereafter, LeX+EGFR+, EGFR+,
CD24+EGFR+ and CD24+ recovered successively, in agreement
with their differentiation stage, and all populations reached
normal levels at day 10 and remained stable for one year after
exposure (Fig. 3F and Figs. S8C, D).
We have previously shown that brain exposure with a
total radiation dose of 15 Gy divided into three doses of
5 Gy that were delivered at 48 h intervals blocks perma-
nently SVZ neurogenesis, while NSCs are preserved for
long-term (Pineda et al., 2013). Consistently, we observed
that two months after 3 × 5 Gy irradiation the levels of
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LeX+EGFR+, EGFR+, CD24+EGFR+ and CD24+ cells were
strongly reduced whereas LeXbright cells were still present
with a level even higher than in non-irradiated controls
(Fig. S6).
Therefore, whereas most proliferating SVZ cells, including
activated NSCs, TACs and neuroblasts, are highly sensitive to
radiation and died shortly after exposure, our findings strongly
suggest that quiescent NSCs with a LeXbright phenotype are
highly resistant to radiation, allowing the recovery of
neurogenesis after moderate radiation dose.
LeXbright cells enter S-phase following exposure
prior to EGFR acquisition
Recovery of the SVZ appeared to start 48 h after exposure to
4 Gy, while pycnotic nuclei were still observed among
Figure 2 EGFR-positive populations contain proliferative cells, whereas the LeXbright population contains quiescent NSCs.
Proliferation was determined in the SVZ using the vital DNA marker HO33242 (A) and FUCCI green mice in which cells are green during
the S-G2 phases (B). Percentages of proliferating cells are shown for each SVZ population in A′ (DNA content N 2 N) and B′ (FUCCI
green positive cells). (C) Relative mRNA expression of typical cell-cycle genes was quantified by qRT-PCR. Data were obtained from 5
to 8 independent experiments. *P b 0.05, **P b 0.01, ***P b 0.001 (for clarity all the comparisons are not shown).
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BrdU-positive or FUCCI green-positive cells at 24 h (Fig.
S3B). Therefore, we injected BrdU 46 h after exposure and
examined the first cells entering the S phase 2 h later.
Forty-eight hours after irradiation, most BrdU+ cells
expressed GFAP (142 ± 16 cells along the whole SVZ), and
81 ± 4% of these BrdU+GFAP+ cells contacted the lateral
ventricle and therefore had an NSC phenotype (Figs. 4A, G).
However, incorporation of BrdU was never observed in
ependymal cells, i.e. cells lining the ventricle, which is
different to what was observed after stroke (Carlen et al.,
2009). In situ analysis of GFAP expression in FUCCI green
cells or in cells expressing phosphorylated retinoblastoma
protein or the phosphorylated H3 histone, confirmed that
astrocyte-like NSCs were cycling at 48 h post irradiation
(Figs. 4B–D). Remarkably, most, if not all, of these
proliferating NSCs lacked EGFR expression at this time and
showed weak Mash1 expression (Figs. 4C, E′), suggesting that
these proliferating NSCs were in an early phase of activation.
Cell cycle entry of NSCs was further analyzed by FACS,
focusing on the populations of cells that progressed through
Figure 3 LeXbright cells resisted radiation, whereas proliferating SVZ populations were altered. (A) Immunostaining on coronal brain
sections for GFAP, Mash1 and Dcx in the SVZ after irradiation. (B–D) Quantifications of immunostaining are shown with the number of
mice indicated within the bars. (E) Relative mRNA expression of stem cell lineage markers was quantified by qRT-PCR in total SVZ
cells. (F) The relative amount of different SVZ populations was determined by FACS. Data were obtained from at least 3 independent
experiments. Statistical analyses were performed and compared before irradiation. *P b 0.05. Scale bars: 20 μm.
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the S/G2 phases for cells obtained from irradiated FUCCI
mice or through the S/G2/M phases based on their DNA
content. Activated NSCs and TACs contained in the LeX+EGFR+
and EGFR+ populations or in the EGFR+ population of FUCCI
green mice, were highly proliferating prior to irradiation and
showed a dramatic decrease 48 h after exposure (Figs. 4H, J
and K). By contrast, the EGFR− population of FUCCI greenmice,
containing LeXbright NSCs, entered cell cycle after irradiation
(Fig. 4I). We observed that S-phase entry of this EGFR−
population peaked 48 h after irradiation, with 67.5% of
those cells within the FUCCI green population, followed by a
progressive recovery to reach normal values by day 7 (Fig. S5C).
The radio-resistant LeXbright population, which underwent
limited DNA synthesis before irradiation, showed a strong rise
in DNA N 2 N cells 48 h after irradiation (Fig. 4L).
Altogether, our data show that quiescent LeXbright NSCs
entered the cell cycle following radiation exposure prior to the
acquisition of EGFR and allow repopulation of the SVZ for long
term.
Activation of GABAAR delays recovery after irradiation
GABA released from neurons in the adult hippocampus dictates
the NSC choice between quiescence and activation (Song et al.,
Figure 4 Quiescent NSCs enter the cell cycle 48 h after irradiation. (A–E′) BrdU incorporation and positivity for FUCCI green, pRb
and pHistone H3 reveal that GFAP-positive cells close to the lateral ventricle have characteristics of NSCs and enter the cell cycle 48 h
after irradiation, while they lack expression of EGFR and Mash1. (F–F′) S-phase astrocyte-like cells express Mash1 72 h after
irradiation. (G) BrdU incorporation was mainly observed in astrocyte-like cells along the SVZ at 48 h after irradiation but also in some
astrocyte-like cells within the RMS. (H–L) Cells entering the S phase were examined by FACS in the different stem/progenitor
populations using FUCCI green-positivity or a S/G2/M DNA content. **P b 0.01, ***P b 0.001. Scale bars: 5 μm.
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2012). Similarly, GABA released by neuroblasts in the SVZ exerts
inhibitory control on the proliferation of astrocytic-like NSCs
through GABAAR (Liu et al., 2005). Inhibition of GABAAR
signaling by its antagonist bicuculline has been shown to
stimulate the proliferation of TACs and NSCs in the SVZ
(Fernando et al., 2011) but its effect on quiescent NSCs is not
known. To test whether GABAAR signaling blocks cell cycle
progression of quiescent NSCs, the effects of bicuculline were
examined in vivo in the absence of irradiation. The cell cycle
distribution for LeX+EGFR+, EGFR+, i.e. activated NSCs and
TACs, remained unaltered (Figs. 5B, C). Interestingly, the
LeXbright population showed an increase by 6.4-fold of prolifer-
ating cells (DNA N 2 N) 24 h after bicuculline administration
(Fig. 5A), consistently with the cell cycle entry of quiescent
NSCs. Most certainly as a direct consequence of cell cycle entry
of quiescent NSCs, the percentage of activated NSCs was
increased 24 h after bicuculline treatment in non-irradiated
mice (Fig. 5B′), whereas the level of TACs was not altered at
that time (Fig. 5C′).
Due to the death of almost all neuroblasts after
irradiation (Fig. 3) the major source of GABA disappeared
shortly after exposure. Thus, we explored whether the loss
of GABA signals could participate in the cell cycle entry
of NSCs observed after irradiation. For that purpose,
muscimol, a GABAAR agonist, or bicuculline was daily
administered in vivo immediately after irradiation of
the mice until the end of the analysis. Four days after
irradiation, clusters of pRb-positive cycling cells, mostly
GFAP−Mash1+ TACs, were already observed in the SVZ
from non-treated irradiated mice (Figs. 5D, D′). In sharp
contrast, only scattered pRb-positive cells, mostly
GFAP+Mash1− NSCs, were observed in muscimol-treated
mice (Figs. 5E, E′). These observations are consistent with a
muscimol-induced delay in the activation of NSCs and/or
their differentiation. As there was no increase in pyknotic
cells (data not shown), we ruled out the possibility that
muscimol's inhibitory effect was due to cell death.
FACS analysis provided further evidence that muscimol
delayed the recovery of the SVZ populations. In particular,
examination of cycling SVZ cells with DNA content N 2 N,
showed that muscimol delayed proliferation 96 h after
exposure compared to control mice and that normal
proliferation was recovered after 6 days (Fig. 5F). In
addition, LeX+EGFR+ (activated NSCs) and EGFR+ (TACs)
were below the basal levels at 96 h after irradiation in
muscimol-treated mice, whereas these populations had
already recovered normal values in non-muscimol treated
irradiated mice (Fig. 5G). Neurogenesis recovered later in
muscimol-treated mice, starting 96 h after irradiation, in
spite of daily administration of the drug (Figs. S7A–E),
confirming that muscimol treatment only delayed the
activation of quiescent NSCs but had an innocuous effect
on SVZ cells afterwards. On the other hand, bicuculline
administration significantly improved the recovery of
LeX+EGFR+ and EGFR+ at 7 days after irradiation (Figs.
S7G, H) and this was associated with a higher level of
cycling cells in both LeXbright and LeX+EGFR+ NSCs (data
not shown).
Our data strongly suggest that GABA maintains NSCs in a
quiescent state under physiological conditions and that loss
of GABAAR signaling following irradiation provokes quiescent
NSCs to exit dormancy.
Discussion
Here, we report on a FACSmethod that is able to prospectively
sort quiescent NSCs with a LeXbright phenotype and to
distinguish them from their proliferating counterparts. Using
a dynamic model of neurogenic niche restoration in the adult
mouse SVZ, we show that quiescent NSCs, in contrast to
their proliferating counterparts, are able to resist to
gamma-radiation and then enter the cell cycle rapidly after
exposure, allowing efficient recovery of neurogenesis for long
term. In addition, we demonstrate that the decrease in
GABAAR signaling resulting from the depletion of neuroblasts,
the major GABA source in the SVZ, allowed quiescent NSCs to
enter the cell cycle in the irradiated brain. Therefore,
our study identifies GABAAR signaling as a mechanism for
controlling the size of the NSC niche through the regulation of
NSC quiescence.
A FACS strategy to isolate quiescent NSCs
The existence of quiescent NSCs has been reported previ-
ously with the assumption that this population of NSCs resists
anti-mitotic treatments (Doetsch et al., 1999b; Morshead
et al., 1994). Later studies provided evidence that the
majority of NSCs do not express the cycling marker Ki67, and
several signaling pathways controlling quiescence have been
previously revealed (Groszer et al., 2006; Kippin et al.,
2005). Although the regulation of quiescence in NSCs is a
central requirement for long-term neurogenesis mainte-
nance, this population had not been isolated and its
regulatory mechanisms were poorly understood. We have
developed a FACS method to sort quiescent NSCs and their
progeny by flow cytometry using the NSC marker LeX and the
vital DNA marker Hoechst 33342, in combination with CD24
and EGFR labeling, without the need of transgenic mice.
Sorted LeX-positive cells bear typical features of astro-
cytes with NSC features. Indeed, they express GFAP, GLAST
and TLX and line the lateral ventricle. Some LeX-positive
astrocytic-like cells expressed EGFR with typical features of
activated NSCs, as previously reported (Pastrana et al.,
2009). The remaining LeX-positive cells negative for EGFR
were contained in the LeXdim population, which is mostly
composed of mature astrocytes because they lack nestin
expression, and in the LeXbright population, which is
primarily enriched in cells with the typical GFAP+Nestin+
phenotype of adult NSCs (Doetsch, 2003).
Our data draw a direct correlation between cell cycle
activity and EGFR expression: actively proliferating SVZ cells
are contained in the EGFR-positive populations. Moreover, the
capacity to generate clones in vitro, both in neurospheres
and in adherent cultures, was retained in the EGFR-positive
populations and contained activated NSCs, TACs and young
neuroblasts, in accordance with former studies (Doetsch et
al., 2002; Pastrana et al., 2009).
One-third of the LeX-positive cells retained the BrdU for
long-term, reminiscent of slowly dividing quiescent NSCs
(Capela and Temple, 2002). By measuring DNA content,
FUCCI green and the expression of cyclin mRNA, we found
that the activated NSCs are enclosed in the LeX+EGFR+
population, whereas the LeXbright population is supposed to
contain quiescent NSCs. Although LeXbright cells were unable
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Figure 5 A GABAAR antagonist promotes the cell cycle entry of quiescent NSCs, whereas a GABAAR agonist delays SVZ recovery after
irradiation. (A–C′) Cell cycle analysis and proportion of the different stem/progenitor populations in non-irradiated mice either
treated or untreated with bicuculline. (D, D′) Clusters of pRb+ and Mash1+ cells were observed in irradiated control mice 96 h after
exposure. (E, E′) Scattered astrocyte-like cells expressing pRb and a Mash1+ cells in muscimol-treated mice (contours of nuclei have
been drawn according to DAPI staining). (F) The DNA content of SVZ cells at 96 h and 6 days after irradiation for mice either treated or
untreated with muscimol. (G) The percentage of the different stem/progenitor populations 96 h after irradiation in muscimol- and
placebo-treated mice. Data were obtained with n mice as indicated within bars. *P b 0.05, **P b 0.01. Scale bars: 5 μm.
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to generate clones in vitro, we show that they enter the cell
cycle either following irradiation or after treatment with a
specific GABAAR signaling antagonist consistently with the
presence of quiescent NSCs in this population.
Therefore, our FACS strategy makes it possible, for the
first time, to sort quiescent NSCs and their progeny
according to their status in the cell cycle, providing an
important step toward the elucidation of the mechanisms
that underlie the change between quiescent and cycling
populations.
Irradiation provokes cell cycle entry of quiescent NSCs
Anti-mitotic treatments, such as arabinoside cytosine and
3HTdR, eliminate cycling cells, whereas NSCs resist treat-
ment and allow repopulation of the SVZ (Doetsch et al.,
1999b; Morshead et al., 1994). Similarly, irradiation of the
brain provokes the apoptosis of proliferating cells in the SVZ
and, in moderate doses, proliferation restarts 2–3 days after
exposure, most likely by recruiting relatively quiescent
NSCs (Bellinzona et al., 1996; Shinohara et al., 1997). In
agreement, we showed a spontaneous recovery of SVZ
populations after exposure to 4 Gy. By contrast, exposure
to 15 Gy causes a permanent inhibition of proliferation and
neurogenesis in the SVZ (Lazarini et al., 2009) that is a direct
consequence of the alteration of the NSC niche (Pineda et
al., 2013). The great majority of cycling SVZ cells, including
activated NSCs and their progeny, died shortly after
radiation exposure through a p53-dependent mechanism
while leaving most of the quiescent LeXbright NSCs alive for
long term, even after 15 Gy exposure, confirming our
previous observation (Pineda et al., 2013).
Acute examination of cycling cells with different FACS/in
situ methods (BrdU, FUCCI green, pRb) provided evidence
that 48 h after 4 Gy irradiation, the majority of proliferating
cells were NSCs, GFAP+ or LeX+, but negative for EGFR.
Follow-up of the fate of these proliferating cells by BrdU
incorporation confirmed that they give rise to neuroblasts
migrating to the olfactory bulbs. Therefore, quiescent NSCs
entered the S phase following irradiation and prior to the
acquisition of EGFR and the expression of Mash1, revealing
that EGFR signaling is not necessary for quiescent NSCs to
enter the cell cycle. We propose that these cycling
astrocytic-like cells that are negative for EGFR represent
the earliest activation stage for quiescent NSCs.
GABAAR signaling regulates the quiescent status
of NSCs
GABA released from neuroblasts in the SVZ is involved in a
feedback mechanism acting as a paracrine stop signal for
neuronal proliferation (Liu et al., 2005; Nguyen et al., 2003;
Wang et al., 2003); it activates GABAAR signaling in NSCs,
thereby limiting their progression through the cell cycle
(Fernando et al., 2011; Liu et al., 2005). However, GABA's
inhibitory mechanism is counteracted in TACs by the
endogenous expression of Diazepam binding inhibitor,
which favors TAC proliferation (Alfonso et al., 2012). By
blocking GABAAR signaling with the administration of
bicuculline, a specific antagonist, Fernando et al. reported
on the stimulation of the proliferation of NSCs in vivo, without
determining whether the cells were quiescent before the
treatment (Fernando et al., 2011). Here, we showed that
blocking GABAAR signaling in the adult SVZ of non-irradiated
mice influenced specifically the cell cycle entry of quiescent
NSCs contained in the LeXbright population and was associated
with the increase in the level of activated NSCs but not of
quiescent NSCs. These data strongly argue that the blockade
of GABAAR signaling provokes the cell cycle entry of quiescent
NSCs and their subsequent asymmetric divisions.
Irradiation induces death in the majority of neuroblasts,
thereby reducing the source of GABA in the SVZ. In vivo
administration of the GABAAR agonist muscimol after
irradiation delayed both the entry of NSCs into the cell
cycle and the recovery of neurogenesis. Nonetheless, the
recovery of neurogenesis after irradiation was delayed but
not totally blocked in the presence of muscimol, most likely
due to the presence of endogenous GABAAR inhibitory
signaling (Alfonso et al., 2012) and/or the relatively short
half-life of muscimol in vivo (Michelot and Melendez-Howell,
2003). On the other hand, blockade of GABAAR signaling with
bicuculline increased the cell cycle entry of NSCs after
irradiation and the resulting recovery of activated NSCs and
TACs but had no effect on the recovery of neuroblasts. Thus,
bicuculline might be used as mitigator to stimulate early
neurogenesis after radiation exposure but should be com-
bined with factor(s) favoring neuronal differentiation to
foster the repopulation of the SVZ.
Our data demonstrate that the loss of GABAAR signaling in
quiescent NSCs provokes their entry into the cell cycle. We
propose that this signaling may regulate the size of the SVZ
niche. When the SVZ niche contains a sufficient number of
neuroblasts, NSCs are maintained in a quiescent state,
whereas they enter the cell cycle to replenish the niche
when neuroblasts are lost. One might envision that similar
regulatory mechanisms apply also for the NSCs in the SGZ of
the hippocampus. Indeed, a similar effect of irradiation on
cell death, proliferation and neurogenesis recovery has also
been reported in the SGZ following 4 Gy exposure that is the
same dose that we used in the present study (Ben Abdallah
et al., 2007). Moreover, it has been recently shown that
NSCs in the hippocampus respond tonically to GABA released
by interneurons and exit from quiescence after conditional
deletion of GABA receptor (Song et al., 2012). These data
highlight the importance of drugs targeting GABAAR signaling
in adult quiescent NSC cell-cycle entry and provide an
attractive approach for the development of regenerative
therapies based on stimulating endogenous neurogenesis.
They are also particularly relevant because many drugs that
are used clinically to treat anxiety or epilepsy operate by
targeting GABAAR signaling.
Conclusions
Our sorting technique, combined with the model of neu-
rogenesis recovery after irradiation, should prove useful for
the elucidation of themolecularmechanisms that regulate the
balance between quiescent and activated NSCs. In addition,
we have shown that it is feasible to stimulate early phases of
neurogenesis by recruiting endogenous quiescent NSCs after
radiation injury.
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Supplemental Figure legends 
Figure S1: LeX-positive cells have characteristics of NSCs 
(A) Flow chart explaining how to select the five main populations selected during 
FACS and characterized in this study. (B) GLAST is expressed on CD24-LeX+ cells 
which confirm their astrocytic-like phenotype. (C and D) Immunophenotyping of 
FACS-sorted SVZ populations using GFAP/Mash1 and Mash1/DCX double staining.  
Figure S2: Neurosphere formation by FACS-sorted SVZ populations 
(A) The number of primary neurospheres was counted 7 days after plating sorted 
cells in the presence of EGF and FGF2. (B) Formation of secondary neurospheres 
was determined and represented as the ratio of secondary/primary neurospheres. (C) 
Formation of clones was examined 7 days after sorting on poly-D-lysine adherent 
cultures without added growth factors. Data are represented as the mean ± SD 
obtained in 4 independent sorts. Statistical comparisons between different sorted 
groups * p<0.05, **p<0.01 and compared to total SVZ cells. ° p<0.05, °° p<0.01. 
Figure S3: Cell death in the SVZ short term after irradiation 
Apoptosis (cleaved caspase 3 and pyknotic nuclei) were observed 6h after exposure 
to 4Gy in the SVZ and in the RMS in wild type mice (A) whereas it was absent in p53-
deficient mice (A’). (B) Pyknotic nuclei (arrows) were still seen 24h after irradiation 
along the ventricle in BrdU- and FUCCI green-positive cells.  
Figure S4: Early proliferating cells following exposure give rise to neuroblasts 
and retained BrdU for long term 
122
(A, C) Experimental schedules for injection of BrdU in irradiated mice and chase 
before SVZ immunostaining. (B) Cells that had incorporated BrdU at 48h gave rise to 
a progeny of GFAP and Dcx double negative cells, possibly TACs (arrowheads in B) 
and to some Dcx-positive neuroblasts in the SVZ (arrow in B). After 16 days of BrdU 
chase, long-term BrdU retaining cells are observed along the ventricle and express 
GFAP (D) and BrdU+Dcx+ neuroblasts are observed in the olfactory bulbs (arrows in 
E). Scale bar: 5µm. 
Figure S5: Cycling cells after irradiation in the SVZ 
(A-B) Proliferation of SVZ cells was determined by DNA content>2N and FUCCI 
green-positivity before and 48h after irradiation. (C) The repartition of FUCCI green+
cells shows that most of proliferating cells were CD24-EGFR- double negative 48h 
after exposure. *** p<0.001. 
Figure S6: Recovery of SVZ populations following irradiation 
(A-E) Percentages of SVZ populations are shown different times after a 4Gy 
irradiation and 2 months after a 3x5Gy irradiation. Data are represented as the mean 
± SD obtained with n mice as indicated within the bars. Statistical analyses were 
performed as compared to before irradiation. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
Figure S7: Muscimol treatment delays SVZ neurogenesis after irradiation while 
bicuculline treatment accelerates SVZ repopulation.
(A-E) Bicuculline treatment improved neurogenesis recovery 7 days after irradiation.  
(F-J) Muscimol treated mice recovered later in comparison to control mice.  
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Data are represented as the mean ± SD obtained with 2-7 mice. Statistical analyses 
were performed as compared to before irradiation. Statistical analyses were 
performed by comparison between muscimol treated and control groups. * p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001. 
Figure S8: Radioresistant quiescent NSCs efficiently repair their DNA damages 
and allow repopulation of the SVZ for long term. 
(A,B) Number of H2AX foci in GFAP-positive cells lining the lateral ventricle counted 
in situ is back to normal 48h after irradiation. Yellow arrowheads represent H2AX 
foci inside NSCs nucleus.  Data are represented as the mean ± SD obtained with 2 
mice on the number of GFAP NSCs indicated within the bars. (C,D) Long term effects 
(12 months after exposure) of 4 Gy irradiation on the SVZ cell populations seem 
innocuous as no differences were observed between irradiated mice and age 
matched controls for the percentage of all SVZ populations nor their proliferation 
status (% of S-G2/M). Data are represented as the mean ± SD obtained with n mice 
as indicated within the bars.  * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
124
125
ARTICLE 3 : 
Vascular-derived TGF- increases in the stem cell 
niche and perturbs neurogenesis during aging and 
following irradiation in the adult mouse brain 
Jose R. Pineda, Mathieu Daynac, Alexandra Chicheportiche, Arantxa Cebrian-Silla, 
Karine Sii Felice, Jose Manuel Garcia-Verdugo, Francois D. Boussin, Marc-André 
Mouthon 
Publié dans EMBO Molecular Medecine (accepted manuscript 12/2012)
126
127
Nous nous sommes ensuite intéressé au devenir des CSN lors du vieillissement des 
niches neurogéniques ou après exposition à de fortes doses d’irradiation. Le 
vieillissement physiologique des niches neurogenique est associé à une réduction 
progressive des cellules en prolifération et des neuroblastes dans la ZSV et les 
bulbes olfactifs des rongeurs  (Enwere et al., 2004) (Tropepe et al., 1997). 
L’irradiation provoque l’apoptose de cellules en prolifération dans la ZSV et une 
perturbation dose-dépendante de la neurogenèse pour des doses excédant 10 Gy 
chez les rongeurs (Tada et al., 1999). Dans les deux cas, on observe une survie des 
CSNs mais elles semblent perdre leur capacité à produire des nouveaux neurones  
et/ou à s’auto-renouveler (Achanta et al., 2012) (Sii-Felice et al., 2008).  
Nous avons donc essayé de déterminer les mécanismes responsables du déclin de 
la neurogenèse avec le vieillissement ou après irradiation. 
Avec la méthode de tri cellulaire des populations de la ZSV par FACS mise au point 
dans l’article n°2 (Daynac et al., 2013), nous avons pu confirmer que : 
- La proportion de CSN activées LeX+EGFR+ reste inchangée entre la ZSV de 
souris de 2 mois, la ZSV de souris de 2 mois irradiées 3x5Gy et  la ZSV de 
souris de 12 mois. 
- En revanche, comme attendu, la proportion de cellules de type C LeX-EGFR+ 
et de neuroblastes CD24+ diminue sensiblement dans la ZSV irradiée et 
âgée. 
Ainsi,  le déclin de la neurogenèse associé au vieillissement et à l’irradiation ne 
viendrait pas directement d’une perte intrinsèque du nombre de CSN mais pourrait 
en revanche être associé à une altération de leur microenvironnement. Lorsque l’on 
greffe des cellules immatures de la ZSV de souris GFP près du ventricule d’une 
souris témoin ou d’une souris irradiée 3 x 5Gy, on observe :  
-  Dans les deux cas une prise de greffe et la formation d’une nouvelle niche 
neurogénique où les CSN greffées parviennent à contacter les vaisseaux 
sanguins. 
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- En revanche, contrairement aux cellules greffées dans la souris témoin, les 
cellules greffées dans l’environnement irradié n’expriment pas le ki-67 et 
n’incorporent pas le BrdU. 
Ceci montre que le la modification du microenvironnement après irradiation est 
directement responsable de l’inhibition de la prolifération des CSN, ce qui suppose 
que des facteurs produits par le microenvironnement pourraient perturber le cycle 
des CSN. Le niveau de la cytokine anti-mitotique TGF1 augmente fortement et 
rapidement après différents type de lésions cérébrales (Gomes et al., 2005), et le 
TGF-1 est surexprimé dans le cerveau au cours du vieillissement (Werry et al., 
2010). Des études menées sur des cerveaux humains de différents âges ont utilisé 
des tests ELISAs pour évaluer les changements d’expression de différents facteurs 
pouvant être reliés à la régulation de la prolifération au cours de la vie adulte (18-104 
ans) (Werry et al., 2010). Ainsi, l’augmentation de l’expression de TGF1 dans les 
niches neurogéniques avec le vieillissement pourrait être un des facteurs 
responsable de la diminution de la neurogenèse.  
Nous avons observé :  
- Une augmentation de TGF-1 associé aux cellules endothéliales 
spécifiquement dans les ZSV irradiées et âgées. 
- L’expression des récepteurs TRI et TRII sur les CSN et les TAC. 
- Une activation de la voie TGF/Smad3 dans la majorité des cellules des ZSV 
irradiées et âgées. 
Ces résultats montrent que les cellules endothéliales de la ZSV produisent du TGF-
1 dans le cerveau irradié et âgé et activent la voie TGF/Smad3 dans les CSN et 
les TAC. Nous avons aussi montré in vitro que l’ajout de TGF-1 réduisait la taille 
des neurosphères produites par les CSN activées et TAC, montrant l’impact du TGF-
1 sur l’inhibition de la prolifération. Pour essayer de rétablir la prolifération dans le 
cerveau âgé et irradié, nous avons ensuite entrepris un blocage pharmacologique de 
la voie TGF- in vivo : 
- Le blocage de la voie TGF- par une administration intraveineuse d’anticorps 
bloquants anti TGF- ou par une administration intranasale de la drogue 
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synthétique SB-505124 augmente le nombre de cellules BrdU+ dans la ZSV 
et le RMS des souris irradiées et âgées, sans affecter la prolifération dans la 
ZSV des souris jeunes. 
- De plus, l’administration de SB-505124 induit une prolifération des CSN 
CD24-Glast+ dans le cerveau irradié et âgé.  
Ainsi, le blocage de la voie  TGF- permet le rétablissement de la neurogenèse dans 
le cerveau murin âgé ainsi que dans le cerveau irradié. Ce dernier résultat pourrait 
être d’importance pour le traitement des patients cancéreux traités par radiothérapie 
crânienne.  
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Neurogenesis decreases during aging and following cranial radiotherapy, causing
a progressive cognitive decline that is currently untreatable. However, functional
neural stem cells remained present in the subventricular zone of high dose-
irradiated and aged mouse brains. We therefore investigated whether alterations
in the neurogenic niches are perhaps responsible for the neurogenesis decline.
This hypothesis was supported by the absence of proliferation of neural stem cells
that were engrafted into the vascular niches of irradiated host brains. Moreover,
we observed a marked increase in TGF-b1 production by endothelial cells in the
stem cell niche in both middle-aged and irradiated mice. In co-cultures, irra-
diated brain endothelial cells induced the apoptosis of neural stem/progenitor
cells via TGF-b/Smad3 signalling. Strikingly, the blockade of TGF-b signalling
in vivo using a neutralizing antibody or the selective inhibitor SB-505124
significantly improved neurogenesis in aged and irradiated mice, prevented
apoptosis and increased the proliferation of neural stem/progenitor cells. These
findings suggest that anti-TGF-b-based therapy may be used for future inter-
ventions to prevent neurogenic collapse following radiotherapy or during aging.
INTRODUCTION
Decreased adult neurogenesis following cranial irradiation,
which is a central adjuvant treatment for brain tumours in both
paediatric and adult patients, is believed to contribute to
cognitive decline (Monje & Palmer, 2003). We and others have
reported that exposure of the brain to 15Gy is accompanied by
the perturbation of olfactory memory and is associated with
decreased neurogenesis in mice (Lazarini et al, 2009; Valley
et al, 2009).
Neural stem cells (NSCs) are located in the adult subven-
tricular zone (SVZ) and are involved in neurogenesis during
adulthood (Doetsch et al, 1999). Adult NSCs successively give
rise to transit amplifying progenitors (TAPs) and then to
neuroblasts, which migrate in chains to the olfactory bulbs
(OBs), where they differentiate into neurons (Alvarez-Buylla &
Lim, 2004). Dividing NSCs and TAPs establish intimate
interactions with blood vessels at sites that lack pericyte
coverage to form vascular niches within the adult SVZ
(Mirzadeh et al, 2008; Shen et al, 2008; Tavazoie et al, 2008).
Increasing evidence has revealed the importance of growth
factors that are synthesized by brain endothelial cells (BECs) of
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the vascular niche in the regulation of neurogenesis, including
NSC proliferation (Ramirez-Castillejo et al, 2006). Moreover,
molecular cross-talk betweenNSCs and BECs includes signals that
act on both cell types. These signals include members of the
vascular endothelial growth factor family (Calvo et al, 2011).
Irradiation provokes apoptosis in proliferating cells in the
SVZ and a clear dose-dependent impairment of neurogenesis
that is permanent for doses exceeding 10Gy in rodents (Tada
et al, 1999). Whereas some NSCs have been reported to survive
after 10Gy irradiation, they lack the ability to give rise to new
neurons (Achanta et al, 2012). Apart from a reduction in the
number of resident NSCs, irradiation may also generate a hostile
microenvironment. In particular, this treatment may lessen
NSC proliferation and differentiation in vivo. Indeed, microglial
inflammation that accompanies radiation injury has been
implicated in neurogenic collapse and NSC dysfunction in the
hippocampus (Monje et al, 2003); however, the mechanisms of
neurogenesis alteration in the SVZ remain elusive.
Studies indicate that physiological aging is also associated
with a progressive reduction in proliferating cells and in
doublecortin-positive neuroblasts in the SVZ and OBs of rodents
(Enwere et al, 2004; Maslov et al, 2004; Tropepe et al, 1997). A
significant decline in neural stem/progenitor cells is apparent by
6 months of age in the SVZ, ultimately resulting in a dramatic
reduction in the number of these cells in elderly mice (Enwere
et al, 2004). A premature decrease in the NSC pool owing to
aging suggests that these NSCs have no self-renewal capacity
and/or are programmed to complete only a limited number
of divisions (Sii-Felice et al, 2008). However, when the
SVZ from aged mice were cultured in vitro, NSCs retain their
capacity to proliferate and to differentiate into functional
neurons, similar to the NSCs in young adult mice, albeit with
lower efficiency (Ahlenius et al, 2009; Tropepe et al, 1997).
Furthermore, the neurogenesis decline that is observed during
ageing in the hippocampus has been attributed in part to
changes in the systemic milieu (Villeda et al, 2011).
TGF-b has been widely recognized as an injury-related
cytokine, as its levels are strongly and rapidly upregulated in the
brain following different forms of injuries (Gomes et al, 2005)
and during aging (Werry et al, 2010). The chronic elevation of
TGF-b1 triggers accumulation of basement proteins and results
in Alzheimer’s disease-like cerebrovascular amyloidosis and
microvascular degeneration (Wyss-Coray et al, 2000). Although
TGF-b promotes the survival of adult neurons (Boche et al,
2003; Schober et al, 2007), it also has an apoptotic effect on
proliferating neural-crest-derived multipotent progenitor cells
(Hagedorn et al, 2000). Furthermore, TGF-b1 inhibits the
proliferation of adult NSCs, although both positive and negative
effects of TGF-b1 have been reported on adult neurogenesis
(Battista et al, 2006; Buckwalter et al, 2006; Wachs et al, 2006).
This study explores whether the decline in SVZ neurogenesis
during aging or following irradiation is merely a function of
NSC depletion or reflects more profound changes in the NSC
vascular niche. We demonstrate that TGF-b pathway activation
was persistently increased in the SVZ niches of irradiated or
aged mice. We also report that the selective inhibition of this
pathway significantly improved neurogenesis.
RESULTS
High-dose radiation decreases neurogenesis but spares NSCs
A mouse model of whole-brain irradiation with a total radiation
dose of 15Gy, divided into three doses of 5Gy that were
delivered at 48 h intervals, was used to explore the effects of
radiation on adult neurogenesis in the SVZ. This 15Gy split-dose
irradiation paradigm did not provoke the mobilization or the
activation of microglial cells with respect to the number and
the resting morphology of CD68þ and Iba1þ cells in the
SVZ/striatum (Supporting Information Fig S1).
As estimated by Ki67-positivity, proliferation was dramati-
cally decreased in the SVZ 4 months following radiation
exposure, and the total number of nuclei was also reduced
(Supporting Information Fig S2). Despite this reduced prolifera-
tion capacity, the survival of NSCs was indicated by the
presence of NestinþGFAPþ double-positive cells lining the
lateral ventricle that were negative for S100b (Supporting
Information Fig S3).
We previously reported that this irradiation regimen reduces
the number of neuroblasts in the SVZ and decreases their arrival
at the OBs, inducing olfactory memory deficits in mice (Lazarini
et al, 2009). The drastic decrease in neuroblasts/type A and
TAPs/type C cells was also observed 1 year following irradiation
(Fig 1B and C). Although their absolute number was decreased,
half of the type B cells persisted for 1 year following exposure
(Fig 1B and C).
We further examined the content of NSCs and their progeny
at 4 months by FACS analysis on freshly dissociated micro-
dissected SVZs. In agreement with the reduction in proliferation
described above, the total number of cells in the dissociated SVZ
decreased to 25 5 103 cells/SVZ 4 months following irradia-
tion compared to 47 7 103 cells in young non-irradiated
control mice (p¼ 0.019). The total number of SVZ cells also
significantly decreased in 12-month-old (i.e.middle-aged) mice,
reaching 32 4 103 cells/SVZ (p¼ 0.032). Given that LeX is
expressed in the SVZ on GFAP-positive cells that have NSC
features (Capela & Temple, 2002), an anti-LeX antibody was
used in combination with CD24 and an EGF fluorescent ligand
to label neuroblasts and activated NSCs. According to a
previous report (Pastrana et al, 2009), we defined the following
three populations: (i) CD24ÿLeXþEGFRþ activated NSCs,
(ii) CD24ÿLeXÿEGFRþ TAPs and (iii) CD24þ neuroblasts. The
purity of these sorted SVZ populations was confirmed using
qRT-PCR for the mRNA expression levels of specific NSC, TAP
and neuroblast markers (Supporting Information Fig S4).
As was expected from our previous findings (Lazarini et al,
2009), a decrease in CD24þ neuroblasts was observed in
irradiated mice (Fig 1D). The percentage of TAPs (EGFRþLeXÿ)
diminished in the SVZ of both middle-aged and irradiated mice
(Fig 1E), whereas the relative number of NSCs (LeXþEGFRþ)
was unaltered (Fig 1F). FACS analysis using GLAST, which is
another NSC marker that is expressed on nearly all LeX-positive
cells (Supporting Information Fig S4D), confirmed that the
percentage of CD24ÿGLASTþ cells, i.e. the population that
contained NSCs, was maintained in the SVZ following
irradiation and during aging (Supporting Information Fig S5).
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However, as the total number of cells was reduced in the
SVZ, the absolute number of NSCs was decreased following
irradiation and during aging; however, this decrease was less
pronounced than for their progeny. Moreover, all of these
populations exhibited a diminution in their proliferation status
(DNA content >2N), being reduced for NSCs by 72% and 47%
during aging and following irradiation, respectively (Fig 1D0–F0).
These findings led us to analyse the capacity of SVZ cells from
irradiated mice to form neurospheres in the presence of EGF and
FGF2 using the neural colony forming cell assay (N-CFCA),
which enables NSCs to be discriminated from TAPs based on
neurosphere size (Louis et al, 2008). When SVZ cells from
irradiated mice were cultured in N-CFCA, small neurospheres
that were initiated by TAPs were reduced in number following
irradiation, an effect that was observed at both 10 days and
4 months (Fig 1G). In contrast, larger neurospheres that were
derived from NSCs were generated with the same efficacy as
control mice, suggesting that NSCs resisted this radiation
regimen and preserved their capacity to proliferate in vitro
(Fig 1G). These neurospheres were individually subcultured in
neurosphere medium; half of these neurospheres exhibited a
capacity for self-renewal for three subsequent passages, with
similar efficiencies for the irradiated mice and the controls
(Fig 1H).
Therefore, our data demonstrate that radiation induced a
dramatic decrease in neurogenesis despite the persistence of
functional NSCs, as was previously reported in aged mice
(Ahlenius et al, 2009).
The NSC niche is altered following irradiation
In light of these results, we reasoned that the dramatic decline
in neurogenesis may be rooted in an alteration in the NSC
microenvironment rather than the intrinsic loss of the NSCs.
To test this hypothesis, we used a transplantation model in
which neural stem/progenitor cells were grafted into the SVZ
of irradiated hosts or control C57Bl6 mice.
Antibodies to clusters of differentiation markers were used to
remove endothelial cells (CD31), microglial/blood cells (CD45)
as well as ependymal and neuroblasts (CD24) from young
mouse SVZs. Freshly sorted CD24ÿCD31ÿCD45ÿ triple negative
cells were enriched in neural stem/progenitor cells (58%
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Figure 1. NSCs resisted high radiation exposure but presented
proliferation defects.
A,B. Electron microscopy revealed the persistence of type B/NSCs 1 year
following irradiation in the SVZ, whereas type C/TAPs and type
A/neuroblasts were nearly completely lost. Scale bar: 10mm.
C–F. Ependymal cell (Epend), neuron (Neu) and microglial cell (MG) numbers
were unaltered. FACS analysis of SVZ populations (percentage in D–F)
and their proliferating fraction (DNA >2N in D0–F0): neuroblasts (CD24þ
in D and D0), TAPs (EGFRþ in E and E0) and activated NSCs (LeXþEGFRþ in
F and F0). The p-value was determined using the Mann–Whitney U-test.
G. The quantification of NSCs and TAPs in the N-CFCA. The mean SD of
two to five independent experiments is shown (the number of mice
is indicated within the bars). The p-value was determined using the
Mann–Whitney U-test.
H. NSC-derived clones were subcultured to confirm their self-renewal
capacity. The Kaplan–Meier’s analysis is shown.
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GFAPþ, 51% Sox2þ and 26% LeXþ) and nearly devoid of
neuroblasts (<1% Dcxþ). NSC/TAP-enriched GFPþ cells were
unilaterally transplanted near the SVZ in adult hosts. Onemonth
following transplantation, no evidence of graft rejection, such as
phagocytosis by host cells, was observed (Supporting Informa-
tion Fig S6A). GFPþ cells in the non-irradiated hosts were
composed of proliferating Ki67-positive and Dcx-positive cells
(Fig 2A,C and Table 1). A third of the GFPþ cells expressed
GFAP, whereas these cells were negative for S100b, indicating
that they were not mature astrocytes (Fig 2B,D and Table 1).
Moreover, grafted GFAPþ cells exhibited a small number of
elongated cytoplasmic processes that were similar to those of
NSCs, distinguishing them from the typical stellate morphology
of mature astrocytes. A subset of GFPþ cells were observed
along the rostral migratory stream and integrated into the OBs,
expressing neuronal-lineage markers, such as NeuN (Support-
ing Information Fig S6C). Moreover, GFPþ cells that had
characteristics of functional neurons, with a dendritic spine that
contacted the synapse of a host cell, were observed by electron
microscopy (Supporting Information Fig S6D). These observa-
tions indicated that grafted GFPþCD24ÿCD31ÿCD45ÿ cells were
neurogenic. Furthermore, it is worth noting that electron
microscopic analyses of the graft demonstrated that GFPþ
astrocyte-like cells were in close contact with blood vessels
(Fig 2E), similar to what has been observed for normal
endogenous type B NSCs (Tavazoie et al, 2008). Thus, these
transplantation experiments recapitulated endogenous SVZ
neurogenesis within vascular niches.
In sharp contrast, although NSC/TAP-enriched GFPþ cells
survived for 1 month when grafted into the SVZ of irradiated
hosts, they ceased proliferating, as was revealed by the absence
of Ki-67 expression and the lack of BrdU incorporation (Fig 2F
and Supporting Information Fig S6B). Nonetheless, a quarter of
the GFPþ cells in the SVZ still expressed GFAP, whereas a third
differentiated into Dcxþ neuroblasts (Fig 2G,H and Table 1). A
subset of GFPþ cells integrated in the OBs and expressed
neuronal markers (Supporting Information Fig S6C and D).
These transplantation data suggest that modifications of the
vascular SVZ niche following irradiation are involved in the
inhibition of NSC proliferation and the subsequent decrease in
neurogenesis.
Neither irradiation nor aging increase the mural coverage of
SVZ microvessels
One may speculate that irradiation-induced increases in the
mural coverage of SVZ microvessels would disturb the intimate
interactions of NSCs with endothelial cells and thereby impact
neurogenesis. SVZ capillaries that were just beneath and
tangential to the ependymal layer were analysed by immuno-
stainings for laminin and desmin which are a major component
of the basement membrane and an intermediate filament
expressed on pericytes, respectively. In non-irradiated controls,
the capillaries presented staining for laminin and partially
covered with desmin (Fig 3A). Consistently, electron micro-
scopy revealed that only 30% of the SVZ capillary surface were
covered by pericytes (Fig 3B), which is in agreement with
the partial coverage of SVZ microvessels (Tavazoie et al,
2008). NG2/desmin immunostainings revealed 1.5 pericytes per
100mm of length of SVZ capillaries in the control mice (Fig 3C
and D). Despite a slight increase in microvessels coverage
(Fig 3B), irradiated mice did not present any significant effects
on pericytes (Fig 3A–C).
The effects of aging on SVZ capillaries were somewhat
different, as desmin immunostaining was diminished (Fig 3A)
and a decrease was observed in the number of NG2/pericytes
(Fig 3C).
Therefore, our data exclude the possibility that an increase in
the mural coverage of SVZ blood vessels was involved in the
decrease in neurogenesis following irradiation or during aging.
TGF-b1 and Smad3 signalling increase in the vascular niche
during aging and following irradiation
We hypothesized that factor(s) from SVZ endothelial cells may
directly perturb NSCs. TGF-b1 is the prototypical anti-mitotic
cytokine and that the cytostatic effects of TGF-b are critical for
homeostasis in many epithelial tissues (Massague, 2012).
Furthermore, this factor is upregulated in the brain after
different forms of injuries (Gomes et al, 2005) and during aging
(Werry et al, 2010).
We observed TGF-b1 immunostaining that was associated
with microvessels in the SVZ from irradiated and middle-aged
animals (Fig 4B and C), an effect that was remarkably stronger
in elderly mice (Fig 4D). In contrast, staining was nearly
undetectable in young adult mice (Fig 4A). To confirm that
TGF-b1 was indeed upregulated in irradiated BECs, the cells
were sorted by FACS using an anti-CD31 antibody from whole
brains 4months following irradiation. Blood cells were excluded
using an anti-CD45 antibody. Quantitative RT-PCR analysis
indicated that the expression level of TGF-b1 was increased by
twofold in irradiated BECs (Fig 4E). We therefore conclude that
TGF-b1 production increased in vascular niche BECs following
irradiation and during aging.
Two TGF-b receptor chains, TbRI and TbRII, are required for
TGF-b1 binding and signalling through Smad2/3 phosphoryla-
tion and for the latter’s subsequent translocation into the
nucleus (Massague, 2012). TbRII expression has been observed
on nestin-positive adult neural progenitors (Wachs et al,
2006). We analysed the expression of TbRI and TbRII using
immunofluorescence on freshly dissociated SVZ cells from
control young adult mice. The expression of both receptors was
associated with NSCs and TAPs (GFAPþLeXþ and Mash1þ),
whereas both receptors were scarcely expressed in Dcxþ
neuroblasts (Fig 4F–I).
We further examined the binding of biotinylated TGF-b1 on
SVZ cells from young mice and observed that it bound to nearly
50% of activated NSCs but to only 17% of TAPs and 3% of
neuroblasts (Fig 4J and Supporting Information Table 1). This
result confirmed the preferential expression of TGF-b receptors
on NSCs. A significant increase in TGF-b1 binding was observed
on cycling SVZ cells (DNA content >2N) during aging and
following irradiation (Fig 4J).
Smad2 phosphorylation was undetected in the SVZ, even
following irradiation or during aging (Supporting Information
Fig S7). However, strong Smad3 phosphorylation was observed
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Figure 2. NSCs ceased to proliferate when grafted into irradiated SVZ niche.
A–H. NSC/TAP-enriched SVZ cells from GFP mice were transplanted near to the SVZ in both control (A–E, n¼ 4) and irradiated mice (F–H0 , n¼5). One month after
grafting in non-irradiated hosts, the GFP grafts were composed of proliferating Ki67-positive cells (B, inset), Dcxþ neuroblasts (C and C0) and GFAPþ
astrocyte-like cells (D and D0). GFPþ cells with an astrocyte-like phenotype had contact with blood vessels (E). The inset shows the GFP-immunogold
labelling and the abundant filamentous components that are typical of astrocytes. When grafted into irradiated hosts, NSC/TAP-enriched GFP cells
discontinue proliferation (F and F0) but still contain Dcxþ neuroblasts (G and G0) and GFAPþ cells (H and H0). Scale bars for light microscopy: 50mm; for
electron microscopy: 10mm and inset 1mm.
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in the nucleus of the majority of SVZ cells from irradiated mice
as well as in most SVZ cells from aged mice. In contrast, Smad3
staining was barely detectable in SVZ cells from young adult
mice (Fig 4K–N). Interestingly, GFAPþ cells that were localized
beneath the ependymal layer exhibited Smad3 phosphorylation,
suggesting that the activation of TGF-b signalling occurred in
NSCs following irradiation and aging (Fig 4L–N).
In conclusion, TGF-b production increased in vascular
niches, particularly by BECs, during aging and following
irradiation. This increased production in turn activated
TGF-b/Smad3 signalling in NSCs and TAPs.
Irradiated BECs provoke neural stem/progenitor apoptosis
through TGF-b
We analysed in vitro how TGF-b1 signalling affected the fate of
neural stem/progenitor cells. Long-term neurosphere growth
was clearly reduced upon the addition of 10 ng/ml of TGF-b1 in
culture (Fig 5A). The transient addition of TGF-b1 during
the first week reduced proliferation in a reversible manner;
however, its continuous addition completely ceased growth at
the fourth passage (Fig 5A). The size of neurospheres was
significantly reduced (Fig 5B); however, the number of initiated
neurospheres was unaltered, as previously reported (Wachs
et al, 2006). This effect of TGF-b1 was dose-dependent, being
maximal at 1 ng/ml, and was prevented by the addition of an
anti-TGF-b blocking antibody (Fig 5B and Supporting Informa-
tion Fig S8).
As expected, the addition of TGF-b1 to the culture induced the
rapid phosphorylation of Smad3 in neurosphere cultures from
young adult mice, and this phosphorylation was specifically
blocked by the anti-TGF-b blocking antibody or SB-505124,
which is a selective inhibitor of TbRI (Alk5) (Fig 5C). We also
observed a rapid increase in the expression of both p21Waf
and cyclin D1 in nearly all of the neurosphere cells (Fig 5E–F),
a result that is consistent with the anti-proliferative effect of
TGF-b1 on foetal neural progenitors (Seoane et al, 2004).
Subsequently, we analysed whether the inhibition of neuro-
sphere growth in the presence of TGF-b1 was linked to the death
of neural progenitors. The number of dying cells (permeable to
propidium iodide) dramatically increased in the presence of
TGF-b1 in neurosphere cultures for several passages (Fig 5D).
Moreover, the addition of TGF-b1 also induced the expression of
cleaved caspase 3 in neurospheres, and this expression was
associated with pyknotic nuclei (Fig 5G and H). These data
indicated that exposure to TGF-b1 promoted apoptosis in
proliferating neural stem/progenitor cells.
Consistently with our in vivo data, 5Gy radiation increased
the levels of TGF-b1 in a BEC line (Fig 6A). We therefore
performed co-culture experiments with irradiated BECs and
neurosphere cells to model interactions within vascular SVZ
niches. Neural progenitors that were obtained in neurosphere
cultures were plated on laminin to allow for immunostaining of
the isolated cells. Next, irradiated or non-irradiated BECs were
added on top of the well that contained adherent neural
progenitors. Sox2 and Mash1 were expressed in nearly all of the
adherent cells in the co-culture, regardless of whether the BECs
were irradiated (Fig 6C and Supporting Information Fig S9). This
result confirms that they were indeed neural stem/progenitors,
i.e. activated NSCs and TAPs. As anticipated, the phosphoryla-
tion of Smad3 increased in neural stem/progenitors in the
presence of irradiated BECs compared to the control BECs in a
TGF-b-dependent manner, as the addition of the anti-TGF-b
blocking antibody abolished this increase (Fig 6B). The analyses
of pyknotic nuclei and activated caspase 3 positivity revealed
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Table 1. Phenotype of grafted GFP cells after transplantation within SVZ
Mice (n) GFP cells
Cells/graft Ki67 (%) GFAP (%) Dcx (%)
Ctrl (4) 59593090 32 26 38 23 50 26
3 5Gy (5) 43741301 0 0 26 13 285
p¼0.274 p¼0.008 p¼ 0.200 p¼ 0.170
The p-value was calculated by Mann–Whitney U-test.
Figure 3. Pericyte coverage of SVZ capillaries is not increased following
irradiation and during aging. Scale bars¼50mm. The p-value was
determined using the Mann–Whitney U-test (B) and the Kruskal–Wallis test
(C).
A. SVZ capillaries presented laminin immunostaining but had partial desmin
mural coverage, with this marker being absent from regions with
numerous nuclei (dashed line).
B. The pericyte coverage of SVZ microvessels was examined using electron
microscopy.
C. The quantification of NG2/pericytes on SVZ capillaries following irradia-
tion and during aging. The mean SD is shown and the number of mice is
indicated within the bars.
D. A NG2/pericyte on a SVZ capillary is shown (arrowhead).
EMBO Mol Med (2013) 5, 548–562 ß 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO. 553
Research Article www.embomolmed.org
TGF-b alters the neural stem cell niche in the aged brain
Figure 4. TGF-b/Smad3 signalling increases in the stem cell niche during aging and following irradiation. The data are represented as the mean SD
The p-value was determined using the Mann–Whitney U-test (p¼0.020; all of the other p values are given in Supporting Information Table 2). The illustrations
are representative of three different experiments, with three mice per group. Scale bars¼10mm.
A–D. Increasing levels of TGF-b1 were observed in close contact with SVZ microvessels (laminin-positive) during aging and following irradiation.
E. TGF-b1 mRNA expression by qPCR in sorted BECs.
F–I. TbRI and TbRII are abundant on freshly dissociated GFAPþLeXþ and Mash1þ cells.
J. The binding of biotinylated TGF-b1 to neuroblasts (CD24þ), NSCs (GLASTþCD24ÿ) and proliferating cells (DNA >2N).
K–N. The phosphorylation of Smad3 was observed in the majority of SVZ cells in irradiated and aged mice, including cells with a GFAPþ type B/NSC phenotype.
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that a small number of apoptotic cells were observed in co-
culture for 24 h with non-irradiated control BECs; however,
the level of apoptotic neural stem/progenitors (i.e. Sox2þ)
significantly increased in the presence of irradiated BECs
(Fig 6C–E). Remarkably, irradiation-induced apoptosis of neural
progenitor was completely reversed with the addition of the
anti-TGF-b neutralizing antibody (Fig 6C–E).
Our data indicate that the release of TGF-b by irradiated BECs
promoted the apoptosis of NSCs and TAPs.
The pharmacological blockade of TGF-b signalling restores
neurogenesis in vivo
If TGF-b1 levels increase during aging or following irradiation, it
appears logical to hypothesize that the blockade of TGF-b
signalling in irradiated mice would enhance neurogenesis
in vivo. Two different approaches were used to block TGF-b
signalling in vivo. First, the intravenous administration of anti-
TGF-b antibody was utilized given that the increase in TGF-b1
was associated with blood vessels. Second, SB-505124 was
administered intranasally. Intranasal delivery is an efficient
route for the transport of drugs into the central nervous system
(Prediger et al, 2010); moreover, this type of delivery eliminates
the undesired side effects that are characteristic of systemic
delivery. The treatments were administered three times over
5 days in irradiated or elderly mice.
The effects of blockade of TGF-b signalling were first
examined on SVZ capillaries, as this cytokine is known to
exert different effects on vascular development, including the
induction of pericyte differentiation and adhesion, as well as
the production of extracellular matrix or basement membrane
(Winkler et al, 2011). Both the anti-TGF-b antibody and
SB-505124 dramatically reduced the levels of laminin and
decreased desmin coverage in irradiated and aged mice
(Supporting Information Fig S10A). However, the treatments
did not alter the number of NG2/pericytes (Supporting
Information Fig S10B).
Next, BrdU incorporation was used to examine the effects
of anti-TGF-b therapy on neurogenesis. This analysis was
performed to estimate cell proliferation during the treatment as
well as to trace newly generated cells (Fig 7A). To obtain
quantitative data for the entire SVZ, BrdU incorporation was
first examined by FACS. As expected from the decrease in
neurogenesis, BrdU incorporation was noticeably lower in SVZ
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Figure 5. TGF-b signalling delays neurosphere growth and induces the
apoptosis of neural stem/progenitor cells. The mean SD is shown. The
p-value was determined using the Mann–Whitney U-test (A, C and D) and
Student’s t-test (B). Scale bars¼10mm.
A. Absolute number of cells in neurosphere cultures in the presence of
TGF-b1 (10 ng/ml) at each passage (ycultures stopped at the fourth
passage) or in which TGF-b1 was removed after the first passage.
B. Neurosphere size 7 days following the addition of different concen-
trations of TGF-b1.
C. The phosphorylation of Smad3 following the addition of TGF-b1, and
the reversal of this effect by blocking with an anti-TGF-b antibody or
SB-505124. The histogram represents the quantifications of thewestern
blots, with normalization to total Smad2/3. Source data is available for
this figure in the Supporting Information.
D. Dying cells (permeable for propidium iodide) were quantified by FACS.
E,F. P-Smad3, p21waf and cyclin D1 were induced in neurospheres following
TGF-b1 addition.
G,H. Cleaved caspase 3 staining and pyknotic nuclei revealed apoptotic cells
in neurospheres that were treated for 24 h with TGF-b1.
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cells from irradiated mice as well as in SVZ of elderly mice
compared to young adult mice (Fig 7B, p¼ 0.025 and p¼ 0.050,
respectively). The blockade of TGF-b signalling in irradiated and
aged mice, using the anti-TGF-b neutralizing antibody and SB-
505124 increased the number of proliferating cells in the SVZ
(Fig 7B). This increase in the number of BrdUþ cells in the SVZ of
irradiated and aged mice receiving anti-TGF-b therapy was
further confirmed bymicroscopic analyses (Fig 7C). By contrast,
the treatment of young adult mice with SB-505124 did not alter
the number of BrdUþ cells (Fig 7B), suggesting that the efficacy
of anti-TGF-b signalling was only related to the elevated TGF-b
levels that were observed in the pathophysiological conditions
of aging and radiation exposure.
The amelioration of the decline in neurogenesis was also
demonstrated by an increase in neuroblast production in the
SVZ in both irradiated and aged mice receiving anti-TGF-b
therapy (Supporting Information Fig S11A). We then traced the
fate of new neuroblasts 3 weeks after BrdU incorporation, which
is sufficient time for them to reach the OBs. Dcx immunostaining
in the OBs increased in irradiated mice 3 weeks following
treatment with the anti-TGF-b antibody in comparison to
irradiated mice (Fig 7G), confirming the efficacy of anti-TGF-b
therapy for improving neurogenesis. Moreover, numerous Dcxþ
cells in the OBs were also BrdU-positive (Fig 7H and I), strongly
suggesting that they originated from NSCs that had proliferated
at the time of anti-TGF-b therapy. Interestingly, Dcx immuno-
staining remained elevated in the SVZ 3 weeks following
treatment (Fig 7J and K), indicating that anti-TGF-b therapy had
long-lasting effect on neurogenesis and most likely targeted
immature neural stem/progenitor cells. Remarkably, numerous
GFAPþ cells lining the lateral ventricle retained BrdU labelling
long-term following the administration of SB-505124 in
irradiated mice (Fig 7M), indicating that anti-TGF-b treatment
increased the number of NSCs with long cell cycle (Morshead
et al, 1998). We then quantified BrdU incorporation by FACS in
candidate NSCswith the CD24ÿGLASTþ phenotype. The level of
CD24ÿGLASTþ cells was unaltered in irradiated and aged mice
compared to young adults (Fig 7D); however, their proliferation
rate (BrdU incorporation) was diminished (Fig 7E), confirming
the data that are shown in Fig 1F0. The administration of
SB-505124 slightly increased the percentage of CD24ÿGLASTþ
cells in the SVZ, an effect that reached statistical significance for
aged mice (Fig 7D). Furthermore, the treatment of irradiated
or aged mice with SB-505124 significantly increased the
BrdU incorporation within CD24ÿGLASTþ cells, indicating that
this treatment provoked cell cycle entry of NSCs; however,
this treatment had no effect in young adult mice (Fig 7E).
These results were further confirmed by FACS analyses on
CD24ÿLeXþ NSCs (Supporting Information Fig S11).
We also examined the effect of anti-TGF-b therapy on
apoptosis by estimating the number of pyknotic nuclei for the
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Figure 6. Irradiated BECs provoke neural progenitor apoptosis through
TGF-b. Source data is available for this figure in the Supporting Information
(A,B).
A. The protein levels of TGF-b1 in BEC line (bEnd3) 24 h after 5Gy
irradiation.
B–E. Irradiated or control neurosphere cells were co-cultured for 24 h in the
presence of the BEC cell linewith an anti-TGF-b antibody. (B) The level of
P-Smad3 in neurosphere cells by western blot. (C–E) The apoptosis of
neural stem/progenitor cells was quantified using cleaved caspase three
staining and the counting of pyknotic nuclei. The mean SD from two
independent experiments are represented in (D–E). The p-value was
determined using the Kruskal–Wallis test. Scale bar¼ 50mm.
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Figure 7. Pharmacological blockade of TGF-b signalling restores neurogenesis in vivo. The mean value for each mouse is plotted individually, and the error
bars represent the standard deviation that was obtained from two independent experiments. The p-value for comparison between treated and control groups
was determined using the Mann–Whitney U-test (F–G).
A. Experimental schedule for the treatment by intravenous injection of anti-TGF-b–neutralizing antibody or the intranasal administration of SB-505124.
The mice were euthanized 1 day after the final treatment (left panel) or after a 3-week chase (right panel).
B,C. The quantification of BrdU incorporation in SVZ cells by FACS (B) and by immunostaining (C).
D,E. FACS analysis of NSCs (D) and BrdU incorporation in NSCs (E) following SB-505124 treatment in old or irradiated mice.
F. The quantification of pyknotic nuclei in serial coronal SVZ sections.
G–M. The irradiated mice were treated with an anti-TGF-b antibody (H, J, L) or untreated (I, K, M). In the OBs, anti-TGF-b antibody treatment increased the
Dcx fluorescence intensity (G) and the number of BrdU/Dcx-double-positive neuroblasts (arrows in I). In the SVZ, anti-TGF-b antibody treatment increased
Dcx staining (K) and the presence of candidate NSCs GFAPþ with long-term BrdU label retaining (M, red arrow). Scale bar¼ 50mm.
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entire SVZ and RMS. The administration of the anti-TGF-b
antibody to irradiated mice reduced the number of apoptotic
cells; similar results were observed in aged mice following
treatment with SB-505124 (Fig 7F).
Together, these experiments demonstrated that the selective
blockade of TGF-b signalling improved neurogenesis in aged
and irradiated mice by preventing the apoptosis of neural
progenitors and by inducing the proliferation of NSCs.
DISCUSSION
Our study concludes that, although neurogenesis decreased
during aging and following high-dose radiation, many NSCs
resisted high radiation doses and survived for several months
while retaining their stemness characteristics. Our data indicate
that the NSC niche becomes functionally impaired following
radiation exposure and during aging. Both of these causes
increase TGF-b1 levels in BECs, causing the quiescence and
apoptosis of NSCs via a TGF-b/Smad3 dependent pathway.
Interestingly, the inhibition of TGF-b signalling allows for
neurogenesis to efficiently recover following irradiation,
suggesting that it may have far-reaching implications for aged
individuals and for patients with cancer who are treated with
cranial radiotherapy.
The perturbation of the vascular niche during aging and
following irradiation
The vasculature is a key component of the adult SVZ NSC niche
with respect to the proliferation of NSCs and TAPs under
physiological conditions (Tavazoie et al, 2008). Our results
illustrate that the alteration of neurogenesis that occurs
following irradiation is primarily due to modifications of the
vascular niche. Indeed, grafted astrocytic-like NSCs extend
contacts toward brain microvascular BECs, similar to endoge-
nous NSCs (Tavazoie et al, 2008); however, these cells stop
proliferating when transplanted into irradiated hosts. We
further demonstrated that an increase in the mural coverage
of SVZ blood vessels was not involved in the neurogenesis
decline following irradiation or during aging.
The mobilization and activation of microglial cells into
the hippocampus have been implicated in the inhibition of
neurogenesis following the administration of a single 10Gy
irradiation, and the blockade of inflammation restores neuro-
genesis (Monje et al, 2003). In contrast, in the present study, we
did not detect any excess of microglial cells in the SVZ following
irradiation. The discrepancy between our study and that of
Monje et al (2003) may be attributable to the irradiation
protocol, given that a split dose of 15Gy may induce less
disruption to the blood brain barrier than a single 10Gy dose
(Trnovec et al, 1990).
We also demonstrate that BECs synthesize more TGF-b1 as
they are irradiated and that the increase in the TGF-b1 levels
within vascular niches is an early molecular sign of aging in
middle-aged mice. Other mechanisms, such as the activation of
the latent TGF-b complex with integrins or the release of
circulating TGF-b1 owing to blood–brain barrier breakdown,
may contribute to increase in the TGF-b1 levels within vascular
neurogenic niches following radiation exposure or during aging.
Our data are interesting with regards to the increase in TGF-b1
that is reported in the human brain during aging (Werry et al,
2010).
The augmentation of TGF-b1 in the SVZ vascular niche
during aging and following irradiation is associated with the
activation of the canonical TGF-b signalling pathway in SVZ
cells, including NSCs. Thus, TGF-b1 overproduction by BECs
following irradiation and during aging may participate in the
deregulation of neurogenesis.
Mechanism of neurogenesis perturbation by TGF-b1
Here, we unambiguously demonstrate that NSCs and TAPs are
primary targets for TGF-b1, and an increase in TGF-b1 levels
during aging and following irradiation leads to the inhibition of
neurogenesis. We demonstrate that TbR chains are present on
both NSCs and TAPs. Furthermore, we demonstrate that TGF-b1
binding increases with aging and following irradiation. From a
mechanistic perspective, we demonstrate that the activation of
the canonical TGF-b signalling pathway via the phosphorylation
of Smad3, but not of Smad2, occurs in NSCs and TAPs in vivo
and in vitro. Although we demonstrated that TGF-b/Smad3
signalling is activated in neural stem/progenitors, a genetic
approach, such as TbR inactivation in neural stem/progenitors,
would be necessary to exclude the possibility that TGF-b plays
an indirect role, e.g. through the microenvironment. Whereas
Smad3 triggers TGF-b, activin and Nodal signalling, our data
suggest that Smad3 is activated in response to TGF-b given that
its phosphorylation is specifically blocked with the anti-TGF-b
antibody.
Previous studies reported the negative effects of TGF-b1 on
adult neurogenesis and neural progenitor proliferation in both
the hippocampus and the SVZ (Buckwalter et al, 2006; Wachs
et al, 2006). It has also been observed to have apoptotic effects
on proliferating neural-crest-derived multipotent progenitor
cells (Hagedorn et al, 2000). Our data demonstrate that
TGF-b1 induces apoptosis of proliferating Mash1þ/Sox2þ
neural stem/progenitors.
The increased expression of cyclin D1 stimulated by TGF-b1
may participate in initiating apoptosis in neural stem/progeni-
tors, as has been reported for other cell types (Han et al, 1996).
Notably, we also demonstrate that co-culturing with irradiated
BECs induces the apoptosis of neural stem/progenitors in
a TGF-b-dependent manner, underscoring the importance
of BECs in the radiation-induced decline of neurogenesis.
Remarkably, anti-TGF-b therapy, using either a blocking
antibody or a selective TbR inhibitor, efficiently reduces
apoptosis and enables neurogenesis to recover in aged and
irradiated mice. Therefore, the apoptosis of proliferating cells in
the SVZ following irradiation and during aging is a characteristic
of the action of TGF-b1 on proliferating NSCs and TAPs. We
cannot make conclusions regarding possible differences in
sensitivity to TGF-b between activated NSCs and TAPs;
however, the persistence of quiescent NSCs in irradiated or
aged mice indicate that TGF-b has no or limited effects on the
viability of these cells.
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A transition of activated NSCs to a quiescent state rather than
a loss of NSCs occurs during aging in the hippocampus is
involved in neurogenesis decline (Lugert et al, 2010). Our data
also support the conclusion that NSCs entered dormancy in
the SVZ, an effect that is due to elevated TGF-b signalling in the
vascular niche. Indeed, ex vivo FACS analyses clearly indicate
that NSCs are more quiescent following irradiation or during
aging. Treatment with anti-TGF-b therapy using either a
blocking antibody or a TbR inhibitor induces proliferation
in the SVZ of aged and irradiated mice. Strikingly, treatment
with anti-TGF-b therapy promotes NSCs to enter the cell cycle
(as shown by increases in CD24ÿGLASTþBrdUþ and
CD24ÿLeXþBrdUþ cell numbers) in irradiated and aged mice.
The fact that anti-TGF-b therapy has long-lasting effects on
neuroblast production in the SVZ confirms that it primarily
targets immature cells, i.e. NSCs. However, blocking TGF-b
signalling in young adult mice, i.e. prior to the point at which an
increase in TGF-b signalling is observed, does not alter the
number of BrdUþ cells or cell cycle entry of NSCs, suggesting
that the decrease in neurogenesis by TGF-b1 is only related to
the pathophysiological conditions of aging and radiation
exposure.
We therefore report on a novel mechanism of neurogenesis
decline following irradiation and during aging, one that perturbs
the vascular niche via the upregulation of TGF-b, resulting
in NSC quiescence and the apoptosis of proliferating neural
stem/progenitor cells.
The blockade of TGF-b signalling in radiotherapy and aging
The split dose of 15Gy delivered over three sessions is clinically
relevant to prophylactic cranial radiation for brain metastasis,
and it is well below the threshold for the vascular damage and
white matter necrosis that have been observed long-term in the
mouse brain following radiation exposure (Calvo et al, 1988).
However, this irradiation regimen induces olfactory memory
deficits in mice (Lazarini et al, 2009). The long-term effects of
irradiation on normal tissues are amajor limitation in increasing
the dose for the eradication of cancer cells. That is, preventing
or reducing the long-term side effects of irradiation has
increasingly become a priority in the improvement of both
tumour treatments and outcomes for patients with cancer. An
increase in TGF-b1 levels is involved in the well-documented
long-term side effects of radiotherapy, e.g. fibrosis of the
kidney, skin, lungs and intestine. Autocrine TGF-b signalling
maintains the tumourigenicity of glioma-initiating cells (Seoane,
2009). The development of TGF-b signalling inhibitors has
thus become an object of study in cancer therapy fields (Yingling
et al, 2004).
Future research should determine whether the new neurons
that are produced in the presence of anti-TGF-b therapy
are functional and if our results can be extended to the
hippocampus, where NSCs niche near to the vasculature.
Based on these findings, it appears a worthwhile goal to
evaluate the efficacy of anti-TGF-b therapy to treat radio-
therapy-induced ionising radiation injury or to rejuvenate
neurogenesis in aged individuals who exhibit cognitive
decline.
MATERIALS AND METHODS
Animals and irradiation procedure
C57Bl/6 and actin-GFP (Okabe et al, 1997) mouse strains were used
in the present study. Mice of different ages were used: young adult (3–
6 months), middle-aged (10–14 months) and elderly (15–24 months).
The animals were maintained with access to food and water ad
libitum in a colony room that was maintained at a constant
temperature (19–228C) and humidity (40–50%) on a 12:12 h light/
dark cycle.
The heads of 2-month-old male C57Bl6J mice were exposed to a
60Co source with a medical irradiator (Alcyon) while under ketamine-
(75mg/kg; Imalgen, Merial, France) and medetomidine-induced
anaesthesia (1mg/kg; Domitor, Pfizer, France). One lead shield
protected the body of the mouse during exposure. A total dose of
15Gy was given at a dose rate of 1Gy/min in three equal fractions
that were separated by 48h intervals (Lazarini et al, 2009). After
exposure, the mice were woken up via an i.p. injection of atipamezole
(1mg/kg; Antisedan, Pfizer, France).
The animal experiments were performed in compliance with the
European Communities Council Directive of November 24, 1986
(86/609/EEC) and were approved by our institutional committee on
animal welfare (CETEA-CEA DSV IdF).
Drug administration
During the 5 days of drug administration, the mice received BrdU
(Sigma) in their drinking water at a concentration of 1mg/L. The mice
were treated three times on Days 1, 3 and 4 with a neutralizing
antibody that recognizes all TGF-b-1, -2, -3 forms (mAb1835; R&D) or
a selective TbRI inhibitor, SB-505124 (Sigma). Fifty microgrammes of
anti-TGF-b neutralizing antibody that was diluted in 50ml of NaCl
0.9% were administered intravenously under ketamine/medetomi-
dine-induced anaesthesia. Ten microlitres of SB-505124 (360mM
diluted in saline) were administered per nostril using a cannula with
an inner diameter of 0.2mm that was adapted to a 10ml Hamilton
syringe and a nano-injector (KD Scientific, Holliston, MA) at a dose-
rate of 12ml/min, as previously described (Prediger et al, 2010).
Flow cytometry analyses and cell sorting
The SVZ microdissection, papain dissociation and staining with the
vital DNA dye Hoechst 33342 (1mg/ml for 1 h 30min) were
performed following previously described methods (Mouthon et al,
2006). For BEC isolation, C57Bl/6 brains were dissociated in
collagen, as previously reported (Mathieu et al, 2008). The SVZ cells
were incubated for 15min in PBS 0.15% BSA at 48C with the
following fluorescent-coupled antibodies: CD24-PE, LeX/CD15-FITC,
CD31-PE, CD45-PC5/PE and GLAST-APC, or with EGF-Alexa647 (1:200;
Invitrogen).
For the TGF-b-binding experiments, freshly dissociated SVZ cells were
labelled using human TGF-b1 biotinylated/avidin-FITC Fluorokine Kit
(R&D). For the BrdU staining, the cells were fixed with Cytofix/
Cytoperm and processed using a BrdU Flow kit, as recommended by
the manufacturer (BD). The DNA content was assessed using 7-AAD
staining.
The cells were sorted on a FACS (INFLUX cell sorter, BD) at a pressure of
20–40 psi or analysed using a LSR II SORP flow cytometer (BD).
Doublets were excluded on the basis of DNA dye fluorescence in the
www.embomolmed.org Research Article
Jose R. Pineda et al.
EMBO Mol Med (2013) 5, 548–562 ß 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO. 559
Height versus Wide graph. The FACS data were analysed using FlowJo
software (Version 7.2.5).
Transplantation
CD24ÿCD31ÿCD45ÿGFPþ cells from the SVZs of GFPþ mice were
sorted using FACS. These GFPþ cells formed neurospheres in the
presence of EGF and FGF2. Immediately after FACS, 1ml of PBS that
contained 104 of CD24ÿCD31ÿCD45ÿGFPþ cells was administered
transcranially at the following coordinates: AP¼þ0.75 mm,
L¼ÿ1.1mm and DV¼ÿ2.7mm into anaesthetized C57Bl6J mice.
The transplantations were performed using a small animal stereotaxic
apparatus (Kopf model 900) with a 10ml Hamilton syringe and a 33 G
needle (Hamilton, Bonaduz, Switzerland).
N-CFCA, neurosphere and adherent cultures
The neural colony-forming cell assays (NCFC-A; StemCell Technologies)
were performed using freshly isolated SVZ cells, according to the
manufacturer’s instructions. After 21 days in vitro, the colonies were
scored according to their size using an eyepiece reticule on an inverted
light microscope under phase-contrast optics. Large (diameter
1.5mm) and small clones (diameter <1.5mm) were considered to
have derived from NSCs and TAPs, respectively (Louis et al, 2008).
For the neurosphere cultures, freshly dissociated SVZ cells were plated
in 6- or 12-well-plates with Neurocult complete medium (StemCell)
that was supplemented with heparin (2mg/ml), EGF (20 ng/ml;
Invitrogen) and FGF2 (10ng/ml; Invitrogen). To test the effects of
TGF-b1 (1 ng/ml; R&D), it was added weekly at the time of passage.
For the adherent cultures, freshly dissociated SVZ cells or neurosphere
cells were plated on poly-D-lysine- (Sigma) or laminin- (Sigma) coated
flasks. The cultures were incubated in a humidified atmosphere with
5% CO2. The medium and growth factors were refreshed every 7 days.
Brain endothelial cells and co-cultures
Two sources of adult mouse BECs were used: primary CD31þCD45ÿ
BECs for the qRT-PCR analyses (described in Cell sorting), and the
bEnd3 cell line for the co-cultures. The bEnd3 cell line originated from
adult mouse BECs and was obtained from ATGC (CRL#2299). These
cells were grown to a subconfluent monolayer in DMEM:F12 that was
supplemented with 10% foetal calf serum. BEC monolayers were
established 3–4 days before co-culture by plating 125103 cells on
0.5% gelatine-coated Transwells. The BECs were irradiated at a dose of
5 Gy (0.6 Gy/min) in Transwells. Following exposure, the media was
rinsed and the BECs were placed on the top of an adherent NSC
culture in Neurocult complete medium.
Immunofluorescence and immunohistochemistry
Deeply anaesthetized animals received an intra-cardiac perfusion of
4% paraformaldehyde in 0.1M sodium phosphate (pH 7.4). The brains
were post-fixed for 2 h in 4% PFA and cryoprotected in an incremental
10–30% sucrose/PBS gradient. Serial coronal cryostat sections were
made (10mm for graft, and 30mm treatment experiments). The
sections were incubated for 1 h in PBS with 0.3% Triton-X100–1% BSA
or in PBS with 0.1% Tween20 (for Mash-1). The sections were then
incubated overnight at 48C with primary antibodies (see Supporting
Information Table 3 for the list of the primary antibodies). As it was
difficult to localize TGF-b receptors in situ, immunofluorescences for
TbRs were performed on freshly dissociated SVZ cells. After three
washes in PBS, the sections were incubated with AlexaFluor donkey
secondary antibodies at 1:200 (Millipore). The sections were rinsed
and mounted with DAPI Fluoromount-G (Southern Biotech).
The quantification of immunofluorescence
The immunofluorescence images were taken with 20 and 40
objectives using a Leica TCS SPE confocal microscope (Leica
Application Suite, Leica Microsystems). Mosaic fluorescence images
were obtained using a motorized microscope (Pathfinder, Imstar S.A.,
France) that was equipped with an Hamamatsu C8484-05G camera
(Hamamatsu photonics, France) with NIS Elements software v3.1
(Nikon instruments, USA). For the BrdU and pyknotic nuclei analysis,
the positive cells were counted from four to five consecutive sections
that were separated by 140mm along the entire SVZ. The results are
presented as an estimate of the total number of positive cells per SVZ
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The paper explained
PROBLEM:
A progressive cognitive decline occurs during aging and following
cranial radiotherapy and is currently untreatable. A key element
of this decline is the decreased production of new neurons by
neural stem cells. However, mechanisms that underlie changes
that occur in both stem cells and neurogenesis are poorly
understood.
RESULTS:
One of our major findings is that a deficit in neurogenesis that is
observed following high-dose radiation and during aging is due
to alterations in the microenvironment that regulates stem cell
fate rather than to a direct effect on the stem cells. Moreover, we
have elucidated the molecular mechanism by which the
increased synthesis of TGF-b1 by brain endothelial cells in the
stem cell niche provokes stem cell dormancy and increases their
susceptibility to apoptosis.
The second important finding is that the pharmacological
blockade of TGF-b signalling restored the production of new
neurons and their integration into the olfactory bulbs of
irradiated and elderly mice.
IMPACT:
Our newly discovered mechanism should encourage the devel-
opment of anti-TGF-b therapies for (i) limiting brain injury that is
caused by radiotherapy or (ii) rejuvenating neurogenesis in
elderly individuals with cognitive decline.
560 ß 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO. EMBO Mol Med (2013) 5, 548–562
taking into the consideration the 140mm spacing. The quantification
of Dcx in OBs was performed by measuring fluorescence intensity
using ImageJ software within a surface area that encompassed the
RMS-OB.
Ultrastructural analysis of the SVZ
Deeply anaesthetized animals received an intra-cardiac perfusion with
4% PFA in 0.1M sodium phosphate (pH 7.4) with 0.5% glutaralde-
hyde. After post-fixation overnight at 48C, the brains were embedded
in agarose and then cut into 50mm sections using a VT 1200S
vibratome (Leica, France). The sections that contained grafted GFPþ
cells were selected using a LUMAR v1.2 stereoscope (Zeiss, France).
Pre-embedding and GFP-immunogold staining were performed as
described (Sirerol-Piquer et al, 2012). The sections were contrasted
with 1% osmium and 7% glucose and embedded in araldite. Semi-
thin 1.5-mm sections were prepared, selected at the light microscope
level, and re-embedded for ultrathin sectioning at 70 nm. The sections
were examined and photographed under a transmission electron
microscope (FEI Tecnai, Hillsboro, OR, USA) using a digital camera
(Morada, Soft Imaging System). The different SVZ cell types and the
coverage of blood vessels with pericytes were quantified on 60–70nm
ultrathin sections that were stained with lead citrate and were
examined under a transmission electron microscope. The different cell
types within the SVZ, i.e. adjacent to the ventricle lumen, were counted
at three different rostro-caudal levels (0–1mm anterior to bregma).
The coverage of 10 blood vessels per section within the SVZ was
measured using UTHSCSA ImageTool software and expressed as the
percentage of blood vessels perimeter covered by pericytes.
Western blots
The cells in the neurospheres or in the BEC co-cultures were harvested
in lysis buffer (1% NP40, 20mM Tris pH7.5, 150mM NaCl, 10mM
glycerophosphate, 2mM EGTA, 5mM NaF and 1mM sodium
pyrophosphate) that was supplemented with Halt phosphatase
inhibitor cocktail (Thermo Scientific). The extracts were vortexed for
1min and centrifuged at 20000g for 10min at 48C. The soluble
fraction was used for electrophoresis and immunoblotting. After
spectrometric protein quantification, 40mg of protein was loaded on a
10% acrylamide gel. Electroblotting was performed at 30 V overnight.
The membranes were blocked in 5% BSA/TBST buffer (20mM Tris–HCl,
0.15M NaCl, 0.1% Tween-20). The primary antibodies used are listed
in the Supporting Information Table 3. The secondary HRP-conjugated
goat anti-mouse or anti-rabbit antibodies (GE HealthCare) were
used at 1:5000. Next, the membranes were subjected to
chemioluminescence detection using SuperSignalWest Pico Chemi-
luminescent Substrate (Pierce, Erembodegem, Belgium).
Quantitative PCR analysis
Total RNA was extracted from the sorted cells or total SVZ using Micro
RNeasy plus isolation kits (Qiagen) and then reverse-transcribed using
a high-capacity reverse transcription kit (Applied Biosystems). Q-PCR
was performed on an ABI PRISM 7200 Sequence Detector System
using SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems); the specific
primers are listed in Supporting Information Table 4. Each sample was
normalized to endogenous Gapdh expression. Confirmation was also
obtained from normalization with 18S. Each reaction was performed
at least twice in duplicate.
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Supplementary Figure 1: Split dose radiation does not mobilize microglial cells
Immunohistochemistry for CD68 (A-C) and Iba1 (D-F) revealed microglial cells in a region that
encompassed the proximal striatum and the SVZ of control (A and D) and irradiated mice 2
months following exposure (B and E). Quantifications (mean±s.d.) of CD68-positive cells (C) and
Iba1 (F) revealed that the 3x5 Gy split-exposure does not mobilise microglial cells into the brain.
Scale bars = 100m. V: ventricle. The p-value was determined using the Mann–Whitney U-test.
The number of mice is indicated within bars.
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ICSupplementary Figure 2: Cells that resemble NSCs are
present in the irradiated brain
In control mice, NSCs lining lateral ventricle are characterised
by their positivity for GFAP (A) and negativity for S100β (A’) a
marker associated with differentiated astrocytes and
ependymal cells. Certain NSCs survived in the SVZ 4 months
following irradiation (B-B”). The survival of astrocytic-like
NSCs was confirmed by nestin/GFAP double immunostaining
(C). Scale bars = 100m.
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Supplementary Figure 3: Irradiation blocks proliferation in the SVZ
Ki-67 immunostaining and nuclei staining with DAPI indicated that cell proliferation was profoundly
reduced in the SVZ 4 months following exposure (B, B’) in comparison to the control mice (A, A’).
The mean± s.d. are shown in C and D. The p-value was determined using the Mann–Whitney U-
test. The number of mice is indicated within bars.
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Supplementary Figure 4: FACS strategy for NSC sorting and analysis
(A) Schematic representation of NSCs and their progeny in the SVZ, and the expression of several
markers. (B) Sorting gates are represented for the neuroblasts (CD24+), activated NSCs (CD24-
LeX+EGFR+) and TAPs (CD24-LeX+EGFR-). (C) The expression of specific markers for NSCs, TAPs
and neuroblasts was examined for sorted populations by qRT-PCR. The mean±s.d. were obtained
from pooled samples with n = 8-10 mice in three independent sorting experiments. (D) FACS analysis
of CD24- cells in the SVZ showed that nearly all of the LeX+ cells express GLAST, although a subset
of GLAST+ cells were observed to be LeX-negative.
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Supplementary Figure 5: NSCs with a CD24-GLAST+ phenotype are maintained in the
SVZ following irradiation and during aging
The quantification of CD24-GLAST+ in the SVZ by FACS in young adult (2-4 months),
middle-aged (12 months) and young adult mice 3-4 months after the 3x5 Gy split-dose
irradiation. The mean±s.d. is shown (the number of mice is indicated within the bars). The
p-value was determined using the Mann–Whitney U-test.
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Supplementary Figure 6: Grafted NSCs
differentiate into neurons and migrate in
the OBs
(A) No evidence of phagocytosis of grafted
GFP+ by host macrophages cells was
observed one month following transplantation.
(B) NSC-enriched GFP+ cells that were
transplanted into irradiated hosts did not
incorporate BrdU. (C) In non-irradiated hosts,
a subset of the GFP+ cells migrated into the
OBs and expressed the neuronal marker
NeuN. (D) A GFP+ cell in the OB with a
dendritic spine that contacts a synapse
(arrowheads) of a host cell. Scale bars: 2 m
in A, 50 m in B-C, 10 m in D.
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Supplementary Figure 7: Phospho-Smad2 is undetectable in the SVZ
Triple immunostaining for phospho-Smad 2, GFAP and doublecortin (DCX) allows for the examination of
neurogenic niches in the SVZ (V: lateral ventricle). Smad2 phosphorylation was undetectable. The
illustrations are representative of three different experiments, with three mice per group.
Scale bar = 10m.
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Supplementary Figure 8: Irradiated BECs induce neural
progenitor apoptosis via TGFβ
Apoptosis (activated caspase 3) of Mash1-positive neural
stem/progenitor cells in co-culture with irradiated endothelial cells
was reduced following treatment with a blocking anti-TGFβ
antibody. Scale bar = 50 m.
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Supplementary Figure 9: The inhibitory effect of TGFβ1 on neurosphere growth is
blocked by treatment with an anti-TGFβ blocking antibody
The neurosphere size was determined 7 days following the addition of TGFβ1 (1 ng/ml) in the
presence or absence of an anti-TGFβ blocking antibody. The mean±s.d. was obtained from at
least 248 neurospheres per condition in two individual cultures. The p-value was determined
using Student’s t-test.
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Supplementary Figure 10: Alteration of mural
coverage with anti-TGFβ therapy
(A) The effects SB-505124 or of the anti-TGFβ blocking
antibody were examined on mural coverage of SVZ
capillaries using desmin/laminin immunostainings. (B)
NG2/pericytes were quantified on SVZ capillaries.
Scale bar: 50 µm. The mean±s.d. of two independent
experiments is shown. The p-value was determined
using the Mann–Whitney U-test.
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Supplementary Figure 11: SB-505124 increases production of neuroblasts
and proliferation of NSCs in both irradiated and elderly mice
SB-505124 was administered for 5 days in young adult, irradiated or elderly
mice. The mice were euthanised one day after the final treatment. The
incorporation of BrdU was determined by FACS analysis of CD24+ neuroblasts
(A) and of CD24-LeX+ NSCs (B). The mean±s.d. of two independent
experiments is shown (the number of mice is indicated within bars). The p-
value was determined using the Mann–Whitney U-test.
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Supplementary Table 1: Phenotype of TGFβ-positive cells in SVZ
Middle-aged Elder 3x5 Gy
Neuroblats 0.564 0.564 >0.999
Cycling 0.147 0.020 0.020
TAPs >0.999 0.439 0.439
NSCs 0.121 0.121 0.439
Supplementary Table 2: P-values for TGFβ-binding on SVZ cells compared to young adult mice
Target Host Clone/ref Dilution Provider
GFAP Ms GA5 400 Millipore
Id1 Ms 7D4 100 Millipore
NeuN Ms A60 100 Millipore
Sox2 Ms 6F1.2 100 Millipore
Cyclin D1 Rb 06-137 200 Millipore
p21waf Ms Clone 65 100 Millipore
Smad2/3 Rb 071408 2000a Millipore
GFP Rb Ab290 200/1000b Abcam
TGFb1 Ms 2Ar2 50/500a Abcam
phospho-Smad3 
(S423/425)
Rb ab51451 100/1000a Abcam
TGFb receptor I Rb ab31013 100 Abcam
TGFb receptor II Rb ab61213 100 Abcam
phospho-Smad2 
(S465/467)
Rb mAb3101 100 Cell Signalling
cleaved caspase-3 Rb mAb9579 100 Cell Signalling
Laminin Rb L9393 50 Sigma-Aldrich
Desmin Ms D33 150 Dako
NG2 Ms AB5320 150 Millipore
a-tubulin Ms DM1A 1000a Sigma-Aldrich
GFAP Rb G9269 400 Sigma-Aldrich
bIII-tubulin Rb PRB-435P 200 Covance
Ki-67 Ms MM1 100 Covance
Nestin Ms Rat401 200 Becton 
Dickinson
Mash1 Ms 24B7.2D11 50 Becton 
Dickinson
CD15/LeX Ms MMA 100 Becton 
Dickinson
CD68 Rat FA-11 100 AbDSerotec
S100b Rb Z0311 200 Dako
BrdU Ms RPN202 300 GE Healthcare
Doublecortin Goat C-18 200 SantaCruz
CD24-PE Rat 30-F1 500 Becton 
Dickinson
LeX/CD15-FITC Ms MMA 50 Becton 
Dickinson
CD31-PE Rat MEC13.3 50 Becton 
Dickinson
CD45-PC5 or PE Rat 30-F11 50 Becton 
Dickinson
GLAST Rat ACSA-1 50 Miltenyi
Supplementary Table 3: Primary antibodies
aDilution is given for western blot. bDilution is given for DAB revelation.
Target gene Forward primer 5’  3’ Reverse primer 5’  3’
Gapdh CCAGTATGACTCCACTCACG GACTCCACGACATACTCAGC
18S ATACATGCCGACGGGCGCTG AGGGAGCTCACCGGGTTGGTT
Tlx ATGCCCCGTAGACAAGACAC CGGAAGTAGAGAGCCACCTG
Mash1 TGTCTTTCCTCAGTCACCCC GAAAGGCTGTCCGAGAACTG
Dcx TCCCCAACACCTCAAAAGAC TTGAGAGCTGACTGCTGGAA
TGFβ1 GGTGTCAGAGCCTCACCGCG AGAGCGGGAACCCTCGGCAA
Supplemental Table 4: Primer sequences
Primers were purchased from Eurogentec.
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ARTICLE 4 : 
TGF- lengthens G1 phase of stem cells in aged 
brain 
Mathieu Daynac, Jose R. Pineda, Alexandra Chicheportiche, Laurent R. Gauthier, 
Francois D. Boussin, Marc-André Mouthon 
Soumis dans  
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Dans la suite de mon projet, je me suis focalisé sur l’influence du TGF sur le 
vieillissement des niches neurogéniques. On est parti d’un résultat initialement 
observé lors de la préparation de l’article n°3 (Pineda et al., 2013). En utilisant une 
technique de comptage des cellules totales peuplant la ZSV associée au tri des 
différentes populations de la ZSV mise au point dans l’article n°2 (Daynac et al., 
2013), nous avons observé que :  
- Le stock de CSN (CSN quiescentes LeXbright et CSN activées LeX+EGFR+ 
reste constant entre 2 et 12 mois, et commence à décroitre après 12 mois 
(figure 14) 
- En revanche, le stock de cellules de progéniteurs (EGFR+) et de neuroblastes 
(CD24+EGFR+ et CD24+) décroit progressivement, ainsi que le nombre total 
de cellules peuplant la ZSV (Figure 15)  
Si on regarde la proportion de cellules dont le contenu en ADN est supérieur à 2N 
(i.e les cellules en S-G2/M) parmi chaque population, on remarque que : 
- les LeX+EGFR+ ont une proportion de cellules en S-G2/M qui diminue 
sensiblement entre 2 et 12 mois (fig. 15C) 
- En revanche, la proportion de cellules EGFR+ et neuroblastes en prolifération 
est moins affecté, malgré une légère diminution à 12 mois. 
Ainsi, le stock de CSN reste constant entre 2 et 12 mois mais la proportion de CSN 
activées en prolifération diminue sensiblement, alors que le stock de progéniteurs 
diminue fortement mais ces derniers gardent leur capacité à proliférer. Ce constat 
suppose qu’un problème d’entrée en phase S des CSN activées pourrait être un 
évènement majeur et initiateur provoquant le déclin de la neurogenèse avec l’âge.   
Nous avons donc décidé pour la rédaction de l’article de comparer des groupes de 
souris de 2 mois à des souris de 12 mois ou le déficit de prolifération des CSN 
activées semble le plus marqué.  
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Nous avons tout d’abord comparé la capacité des CSN jeunes et âgées à repeupler 
la ZSV dans notre modèle de reprise de la neurogenèse après irradiation 4Gy mis au 
point dans l’article n°2 (Daynac et al., 2013). Nous remarquons (Figure 16) : 
- Un retard de la reprise de la neurogenèse après irradiation chez les souris 
âgées où les cellules commencent à proliférer 96h après irradiation (contre 
48h chez les jeunes) 
- Ensuite, les pentes de croissance des populations de neuroblastes sont 
similaires.  
Ces résultats confirment une réduction de la prolifération in vivo au stade 
souche/progéniteur chez les souris âgées. Nous avons donc décidé de comparer in 
vitro le temps de cycle des CSN activées et des TAC jeunes et âgées par 
vidéomicroscopie. Dans l’analyse de la durée totale de cycle cellulaire, nous 
remarquons que : 
- Les CSN activées (LeX+EGFR+) âgées ont un cycle cellulaire plus long que 
les jeunes, et engendrent des neurosphères plus petites 96h après 
ensemencement.  
- En revanche, les TAC (EGFR+) de souris âgées ont un temps de cycle 
cellulaire similaire aux jeunes et engendrent des neurosphères de taille 
similaire. 
Ainsi, la perturbation du cycle cellulaire est spécifique aux CSN activées chez les 
souris âgées. Afin de visualiser plus en détail quelles phases du cycle qui sont 
perturbées, nous avons utilisé des souris transgéniques Fucci Rouge (Sakaue-
Sawano et al., 2008), dont les cellules fluorescent en rouge pendant la phase G1, et 
sont incolores pendant les autres phases du cycle cellulaire.  
- Les CSN activées LeX+EGFR+ âgées ont une phase G1 plus longue que les 
LeX+EGFR+ jeunes, sans que la durée des phases S-G2/M ne soit altérée. 
- La durée des phases G1 et S-G2/M est similaire pour les cellules EGFR+ quel 
que soit l’âge. 
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Le vieillissement dans la ZSV induit un allongement spécifique de la phase G1 des 
CSN activées, sans que celles-ci soient bloquées puisqu’elles engendrent des 
neurosphères in vitro. L’augmentation de la production de TGF-1 par les cellules 
endothéliales (Pineda et al., 2013) (article n°3) perturbe la neurogenèse au cours du 
vieillissement et la voie de signalisation TGF est connue pour induire un arrêt en G1 
dans des lignées cancéreuses  (Song et al., 2006) (Gadir et al., 2007). Il apparaît 
donc logique d’imaginer que la voie TGF puisse être impliquée dans cet 
allongement spécifique de la phase G1 des CSN activées au cours du vieillissement.  
En effet : 
- Un traitement avec le TGF-1 in vitro allonge la phase G1 des CSN activées 
(LeX+EGFR+) ainsi que des TAC (EGFR+) chez les souris jeunes, sans 
altérer la durée de S-G2/M. 
- Le blocage de la voie TGF in vitro et in vivo réduit la durée de phase G1 des 
CSN activées (LeX+EGFR+) spécifiquement, sans perturber le cycle des TAC 
(EGFR+). 
Ainsi, la voie TGF est directement impliquée dans l’ allongement de la phase G1 
des CSN activées. Cette perturbation du cycle cellulaire des CSN activées par 
TGF1 semble être un évènement majeur entraînant le déclin de la neurogenèse au 
cours du vieillissement. Le développement d’une thérapie anti-TGF in vivo pourrait 
permettre de rétablir la neurogenèse des individus âgés et éventuellement recouvrir 
certaines fonctions cognitives perdues au cours du vieillissement. 
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Figure 14 : Evolution du stock de cellules peuplant la ZSV au cours du 
vieillissement
(A-F) Evolution du nombre de cellules totales ainsi que des populations neurogéniques 
principales peuplant la ZSV entre 2 et 18 mois.  
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Figure 15 : Evolution de la proportion de cellules en S-G2/M parmi les 
populations peuplant la ZSV au cours du vieillissement
(A-F) Evolution de la proprtion de cellules au contenu en ADN supérieur à 2N parmi les 
principales populations neurogéniques peuplant la ZSV entre 2 et 12 mois.  
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Figure 16 : Reprise de la neurogenèse après irradiation (4Gy) dans les jeunes 
adultes (2 mois) et les adultes d’âge moyen (12 mois)
(A) La récupération des CSN activées et des cellules de type C est décalée de 72h entre les 
jeunes adultes et les adultes d’âge moyen. Ensuite, la neurogenèse semble reprendre 
normalement chez les souris âgées et l’écart se stabilise a 48h (B), (C)  
TGF lengthens G1 phase of stem cells in 
aged brain 

Introduction  
The production of new neurons, a process called neurogenesis, persists during adulthood and 
is ensured by neural stem cells (NSCs) that are located in restricted region of mammal brains: 
the subgranular zone (SGZ) of the dendate gyrus in the hippocampus and the subventricular 
zone (SVZ) lining the lateral ventricles. In the adult SVZ, NSCs successively give rise to 
transit amplifying cells (TACs) and to neuroblasts that migrate in chains to the olfactory bulbs 
(OB), where they differentiate into neurons and contribute to olfactory functions (Doetsch et 
al, 1999) (Lois & Alvarez-Buylla, 1994) (Alonso et al, 2006) (Lepousez et al, 2013). 
However, neurogenesis is greatly reduced during aging in both SVZ and SGZ (Kuhn et al, 
1996) and this might correlate with some age-associated cognitive deficits (Cimadamore et al, 
2011; Enwere et al, 2004). Studies demonstrate that the reduction in neurogenesis in the SVZ 
and in the SGZ during aging is due to the decrease in proliferation of neural progenitors that 
include NSCs and TACs. A significant decline in proliferation in vivo of progenitor cells is 
apparent by mid-age in mice, i.e. 12 months old, ultimately resulting in a dramatic reduction 
in elderly mice (Blackmore et al, 2009; Tropepe et al, 1997) (Bouab et al, 2011; Enwere et al, 
2004).  
Despite all authors agree that adult forebrain neurogenesis is highly diminished during aging, 
mechanisms are still elusive and it is still not know whether age results of a loss of NSC and 
TAC levels or if their proliferation is compromised (Hamilton et al, 2013). In addition, 
conflicting results concerning the lengthening of the neural progenitor cell cycle during aging 
were obtained (Tropepe et al, 1997) (Enwere et al, 2004). The decrease in proliferating 
progenitors could be explained by an exhaustion of NSC pool (Maslov et al, 2004) (Shook et 
al, 2012). Indeed, studies suggest that NSCs may be programmed for a limited number of 
divisions with a limited self-renewal capacity (Balordi & Fishell, 2007) (Sii-Felice et al, 
2008). On the other hand, the capacity of NSCs to proliferate is altered during aging. When 
isolated from aged mouse SVZ, neural progenitors retain their in vitro capacity to proliferate 
and differentiate into functional neurons, similarly to progenitors from young adult mice, 
albeit with lower efficacy (Ahlenius et al, 2009) (Maslov et al, 2004) (Tropepe et al, 1997) 
(Blackmore et al, 2009). Progenitors from middle-aged mice presented already a two-fold 
decrease in the capacity to form neurospheres (Blackmore et al, 2009). Moreover, recent 
studies have proposed the transition of proliferating NSCs to a quiescent state (Bouab et al, 
2011) (Lugert et al, 2010). Aging-associated decrease in EGFR signaling, a major pathway 
for NSCs (Doetsch et al, 2002), has been reported in neural progenitors (Tropepe et al, 1997) 
(Blackmore et al, 2009).  
Recently, we have shown that the increase in TGF in middle-aged mice is an inhibitory 
signal for NSC proliferation in SVZ niches (Daynac et al, 2013). Interestingly, the blockade 
of TGFβ signalling increases NSC proliferation and allows for NSCs neurogenesis to 
efficiently recover in the mice middle-aged mice SVZ (Daynac et al, 2013); but the exact 
mechanism and the target progenitors are elusive. 
Neural progenitors are maintained thanks/owing to relatively quiescent NSCs that can enter 
the cell cycle and convert into EGFR-expressing activated NSCs, particularly when SVZ 
repopulate after depletion from proliferating cells (Morshead et al, 1994) (Doetsch et al, 
1999). The detection by FACS of EGFR expression combined with NSC markers has been 
used to overcome the difficulties to distinguish the various NSC populations and their 
progeny in the SVZ, as well as, to sort prospectively these populations (Daynac et al, 2013; 
Pastrana et al, 2009). 
An important question about the age-related decline in neurogenesis that remains unanswered 
concerns whether there is intrinsic suppression of NSC proliferation or whether the decline is 
due to lack of trophic support and deficits in the neurogenic niche; the alteration of NSC pool 
is still a matter of debate (Reviewed by (Hamilton et al, 2013). Resolving which of these 
regulatory mechanisms is involved, or whether there is a relative contribution of all elements, 
will be necessary for advancing therapeutic stimulation of aging NSCs. Herein, we observed 
that the pools of quiescent and activated NSC remained unaltered in the SVZ from middle-
aged mice. Furthermore, we demonstrate that the decrease in proliferation during aging in the 
SVZ roots in the lengthening of the G1 phase of activated NSCs. This G1 lengthening is 
controlled by TGF signaling that opposes EGFR signaling.  
Results 
Stem cells are preserved during aging but have a strong proliferation defect 
The decline in neurogenesis accompanied by the decrease in number of proliferating cells and 
of neuroblasts in the SVZ has been reported to occur already in middle-aged mice, i.e. before 
the senescence process occurs (Bouab et al, 2011) (Shook et al, 2012). As expected, we 
observed that the total number of cells freshly dissociated from SVZ was reduced by two-fold 
in middle-aged mice (12 months) in comparison to young adults (2 months) as estimated by 
FACS using calibrated beads (Fig 1). We quantified NSCs and their progeny in the SVZ using 
our recent FACS method combining the LeX NSC marker, an EGF fluorescent ligand and 
CD24 (Daynac et al, 2013). The populations containing TACs (EGFR
+
), immature 
neuroblasts (CD24
+
EGFR
+
) and neuroblasts (CD24
+
) were reduced during aging by 75.4%, 
84.5% and 65.7%, respectively (Fig1 D-F). By contrast, the populations containing quiescent 
and activated NSCs, i.e respectively LeX
bright
 and LeX
+
EGFR
+
, were not significantly altered 
during aging (Fig1. B, C). Then, the DNA content of these different populations was 
determined using staining with Hoechst 33342, that is an accurate method to estimate 
proliferation (DNA>2N) in the SVZ (Mouthon et al, 2006). Accordingly to their quiescence 
status, LeX
brigth
 NSCs have hardly a DNA content > 2N and this was not altered during aging 
(Fig. 1G). On the other hand, the proportion of cells with a DNA content>2N was profoundly 
decreased between 2 and 12 months in activated NSCs whereas it was altered to a lesser 
extend in TACs and neuroblast during aging (Fig 1I-K). These data suggested that a 
proliferation defect was mostly observed in activated NSCs.  
Our results illustrate that the pools of NSCs remain constant during aging but show a 
profound proliferation deficit whereas the number of TACs and neuroblasts are altered but 
presented a lower proliferation deficit. These data support the hypothesis along with activated 
NSCs acquire a proliferation defect that progressively leads to the subsequent diminution of 
their progeny in the SVZ. 
NSCs and TACs maintain their phenotype and do not enter senescence 
One might speculate that proliferation defects observed in activated NSCs are due to cell 
cycle exit associated to senescence and/or differentiation. The expression of EGFR and 
Mash1, markers characteristic of activated NSCs and TACs which are lost during 
differentiation, was examined on activated NSCs and TACs cells just after sorting, i.e. ex 
vivo. These genes have an expression level that remained unaltered in activated NSCs and 
TACs obtained from middle-aged as compared to young mice (Fig S1) suggesting that they 
were not engaged into differentiation process. Of note, NSCs and TACs were sorted for the 
absence of CD24, a marker that appears during differentiation into neuroblast (Rietze et al, 
2001), supporting that they were not differentiated.  
Then, we have examined the expression of cyclin-dependent kinase inhibitors of the INK4 
family, i.e. p16
INK4a
 , p15
INK4b
, p18
INK4c
 and p19
INK4d
, previously being associated with brain 
aging in old mice (2 years) (Molofsky et al, 2005; Molofsky et al, 2006). These genes are 
expressed at low levels in activated NSC and TACs cells, p16Ink4a being almost 
undetectable. Moreover, we did not observe any modifications during aging of the expression 
of these genes in activated NSCs and TACs (Fig S1).  
Our data ruled out the possibility that proliferation defects of activated NSCs in middle-aged 
mice might be due to senescence or to differentiation. 
Aging lengthens G1 phase of activated NSCs 
Thus, we used time laps video-microscopy to demonstrate that the proliferation defect in 
activated NSCs was associated to a failure in cell cycle progression. Sorted populations of 
activated NSCs (LeX
+
EGFR
+
) and TACs (EGFR
+
) were able to proliferate and generate 
colonies in vitro in the presence, or the absence, of added growth factors whereas quiescent 
LeX
bright
 NSCs do not proliferate in vitro (Daynac et al, 2013). Here, sorted activated NSCs 
and TACs were cultured on poly-D-lysine substrate in the presence of EGF and FGF2 that 
markedly enhance symmetric cell division and maintained NSCs in an undifferentiated state 
for several divisions (Costa et al, 2011).  
Assuming that it would be unreliable to follow the first division completely, the cell cycle 
length was determined from the second division and for cells that undergone at least another 
subsequent division to exclude any alteration due to cell cycle exit. TACs had a cell cycle 
length of 12.1 ± 1.8 h for young mice (Fig. 2C), which is consistent with the 12h cell cycle 
length measured in vivo (Morshead et al, 1994) and with the 12.5h in the presence EGF and 
FGF2 in vitro (Costa et al, 2011). The cell cycle length of TACs was not altered during aging 
(Fig. 2C). Similar results were obtained for the third divisions (Fig. 2D). By contrast, the 
division of activated NSCs was lengthened during aging being of 16.2 ± 3.4 h for middle-aged 
mice in comparison to 12.3 ± 1.8 h in young mice (Fig. 2A). A comparable slow-down of the 
cell cycle was observed for the third NSC division (Fig. 2B).  
Cultures were followed until the fourth day and the colony size that is an estimate of the 
number of generated cells was measured. As expected from a similar cell cycle length, young 
activated NSCs and young TACs generated colonies with a similar size (Fig. 2E-F). However, 
colonies initiated by activated NSCs from middle-aged mice had a smaller size in comparison 
to those initiated by young mice (Fig. 2E) highlighting that aged NSCs gave rise to a smaller 
progeny. This was also in accordance with the prolonged time required for LeX
+
EGFR
+
 cells 
from middle-aged mice to divide. The size of colonies initiated by TACs was similar to that 
obtained in young mice (Fig. 2F) confirming the absence of proliferation defect in TACs. 
To explore more in depth the cell cycle progression, we used FUCCI mice in which cells are 
red during G1 phase and colorless for the rest of the cell cycle due to the oscillating levels of a 
red-Cdt1 reporter (Sakaue-Sawano et al, 2008). In addition, cells entering differentiation were 
reported to be bright for red fluorescence as a consequence of accumulation of the FUCCI red 
Cdt1 reporter (Roccio et al, 2013). Estimations of FUCCI bright cells two days after plating 
did not evidence any alterations during aging (Fig S2), confirming that the differentiation of 
activated NSCs could not be responsible for their proliferation defects in aged mice.  
Then, we measured the length of G1 phase using FUCCI red fluorescence for cells that 
completed a full division and undergone at least another subsequent division to exclude any 
alteration due to differentiation. The length of G1 phase in TACs was of 4.5 ± 0.2h but was 
not altered in middle-aged mice compared to young adults while the length of the rest of the 
cell cycle, i.e. S/G2/M phases (7.9 ± 0.2h), was only slightly lengthened during aging (+0.7h) 
(Fig.3 A,D,E). Interestingly, the lengths of G1 and of S/G2/M phases were similar in young 
NSCs as compared to TACs as expected since these populations are closely related (Fig. 3). 
The length of S/G2/M phases was not altered in activated NSCs during aging (Fig. 3C). By 
contrast, the G1 phase was dramatically lengthened in NSCs obtained from old mice rising 
from 4.5 ± 0.2h to 11.0 ± 0.5 h in young and middle-aged mice, respectively (Fig. 3B).  
Therefore, our data demonstrate that the cell cycle lengthening of activated NSCs during 
aging concerns essentially the G1 phase and directly impacts on neurogenesis.  
TGF- controls the G1 length in NSCs from middle-aged mice 
We have recently demonstrated that elevation in TGF signaling in NSC niches inhibits 
neurogenesis during aging and that anti-TGF therapy stimulates proliferation of NSCs 
(Daynac et al, 2013). Moreover, addition of TGF1 in vitro to total SVZ cells reduced the size 
of neurospheres but did not alter the number of initiated colonies strongly arguing that it 
reduces cell cycle progression and had no effect on apoptosis and/or differentiation (Daynac 
et al, 2013). Therefore, it appears logical to hypothesize that TGF could be involved in G1 
lengthening in NSCs. In addition, both NSCs and TACs express TGFBR1 and TGFBR2 units, 
forming the TGF receptor, but NSCs presented a more pronounced binding for TGF1 than 
TACs (Pineda et al, 2013). Thus, the effects of TGF1 addition were examined on sorted 
NSCs and TACs obtained from young mice. We observed that addition of TGF-1 in vitro
lengthened the G1 phase in both NSCs and TACs in young mice while it did not alter S/G2/M 
phase length (Fig. 4A, B). Of note, the increase in G1 length was not merely due to 
differentiation as cell cycle length was analyzed only in cells undergoing a subsequent 
division.  
Two different approaches were used to block TGF signaling in middle-aged FUCCI red 
mice: (i) Administration of an anti-TGF neutralizing antibody; (ii) addition of SB-505124, a 
selective inhibitor of TGFBR1. These treatments have proven to stimulate efficiently 
proliferation of NSCs and neurogenesis in aged mice (Daynac et al, 2013).  
SB-505124 was added to the culture after sorting and it specifically shortened G1 phase of 
NSCs from middle-aged mice while it had no effect on S/G2/M phases (Fig. 4C). Moreover, 
SB-505124 had no effect on TACs albeit a small increase in S/G2/M length was observed 
(Fig. 4D).  
Blockade of TGF signaling was also achieved by in vivo administration of anti-TGF
neutralizing antibody 12h and 1h before sacrifice of the mice and cell sorting. Interestingly, 
the shortening of the G1 length was observed in middle-aged NSCs by anti-TGF antibody 
(Fig. 4C). Obviously, no effects were observed on TACs (Fig. 4D).  
Altogether, our data demonstrate that TGF signaling is accountable for the G1 lengthening in
middle-aged NSCs that it is mediated by the release of TGF in NSCs niches and this 
mechanism leads to the lessening in neurogenesis during aging.  
TGF- does not increase cyclin-dependent kinase in NSCs 
Cyclin-dependent kinase inhibitors of the Kip/Cip family, i.e. p21
waf
, p27
Kip1
 and p57
Kip2
 are 
involved in G1 phase regulation of neural stem/progenitor cells (Kawaguchi et al, 2013; 
Kippin et al, 2005) and might be upregulated by TGF as previously reported in 
hematopoietic stem cells (Scandura et al, 2004). However, expression by qPCR revealed that 
these genes were not altered in NSCs and TACs obtained from middle-aged mice (Fig. S1). 
These results supposes a TGF controlled G1 lengthening independent from cdk cell cycle 
regulators.  
Discussion
We point out in this study that one of the leading events involved in the drop of neurogenesis 
and of neural progenitor proliferation during aging occurs at the stem cell level and is related 
to the alteration of cell cycle machinery in NSCs. The G1 phase of the cell cycle is specifically 
prolonged in activated NSCs during aging and this can be overcome through the blockade of 
TGF signaling. Moreover, we have uncovered a potential mechanism by which TGF
opposes EGFR signaling in NSCs. 
NSCs have proliferation defects but their stocks are not altered in middle aged mice 
We have used our recently published FACS strategy (Daynac et al, 2013) to estimate the 
pools of the different neural progenitors in young and middle-aged mice along with their 
proliferation status. The estimate for the entire SVZ show that the absolute levels of TACs 
and neuroblasts was decreased by more than 66% in middle-aged mice and their proliferation 
status was alleviated by 20% Taken that they represent the majority of proliferating SVZ 
cells, their reduction is in agreement with the decreased proliferation in vivo in the SVZ and 
the reduced initiation of neurospheres in vitro reaching approximately 50% at 10-12 months 
(Blackmore et al, 2009; Bouab et al, 2011; Garcia-Moreno et al, 2007) and even more in 
elderly mice (22-26 months) (Ahlenius et al, 2009; Blackmore et al, 2009; Enwere et al, 2004; 
Fan et al, 2003; Garcia-Moreno et al, 2007; Maslov et al, 2004; Shook et al, 2012; Tropepe et 
al, 1997). Using our FACS strategy, we estimated 616 ± 49 LeX+EGFR+ cells, or activated 
NSCs, in the SVZ of 2-month-old mice which is in the same order of magnitude than 533 ± 
17 of activated type B1 cells estimated by cumulative BrdU incorporation in GFP::GFAP-
positive cells (Ponti et al, 2013). During aging, the amount of activated NSCs was not altered 
while in vivo proliferation (DNA>2N) of activated NSCs was decreased by 91%. The level of 
LeX
bright
 cells containing quiescent NSCs was also unaltered during aging. The proliferation 
defect of activated NSCs underscores that determination of NSCs through the long-term label 
retaining of thymidine analogs will most probably give imprecise estimation of NSCs and our 
FACS strategy would be more reliable.  
On a cytoarchitectural basis, Shook et al. reported on the dramatic decline in the number of 
ventricle-contacting NSCs, resulting in a loss of pinwheel structures already in middle-aged 
mice (Shook et al, 2012). However, there is no demonstration to date that all ventricle-
contacting GFAP-positive cells contained in a pinwheel is a functional NSC. On the other 
hand, using neurosphere cultures, some studies have reported on the maintenance of NSC 
capacity with aging while other reported on the decrease (Blackmore et al, 2009; Bouab et al, 
2011; Tropepe et al, 1997). In fact, Ahlenius et al. have shown that the reduction in 
neurosphere forming capacity in aged mice was overcome when SVZ cells were sorted to 
enrich them in nestin-expressing NSCs (Ahlenius et al, 2009). These results sounded well 
with our previous study showing that NSCs are still present in the aged brain but the presence 
of cells from the aged microenvironment, along with secreted inhibitory factor(s), impacts on 
NSC proliferation and neurogenesis (Daynac et al, 2013).  
Our FACS strategy performed on freshly dissociated SVZ cells strongly suggests that the 
NSC stock remains constant in middle-aged mice while activated NSCs entered a quiescent 
state as suggested previously (Bouab et al, 2011; Daynac et al, 2013). Moreover, this deficit 
of NSC proliferation is not associated with differentiation and/or senescence programs but is 
reversible. Indeed, physical exercise stimulates the recovery of NSC-derived neurospheres in 
the SVZ of 12-month-old mice to a level similar to juvenile mice strongly arguing that 
endogenous NSCs persist in middle-aged mice (Blackmore et al, 2009). Moreover, several 
studies reported on the stimulation of proliferation of endogenous NSCs in the SVZ from 
middle-aged mice and even from elderly mice by using various pharmacological compounds 
(Ahlenius et al, 2009; Daynac et al, 2013) (Fan et al, 2003) (L'Episcopo et al, 2013) (van den 
Berge et al, 2010).  
Therefore, the decline in neurogenesis associated with aging of the SVZ niche is due to an 
alteration of proliferation of the activated NSCs rather than an effect on their stocks.  
G1 lengthening in NSCs leads to neurogenesis decline with aging 
Elucidating cell cycle kinetics of neural progenitors is a key step to understand the 
mechanisms underlying the regulation of adult neurogenesis. There have been few studies that 
have characterized cell cycle length for the different SVZ populations in adult mouse SVZ 
either in vivo through incorporation of thymidine analogs (Ponti et al, 2013) or in vitro (Costa 
et al, 2011). The cell cycle length for fast-dividing astroglia NSCs is of 17.2 ± 0.6 hours in 
vitro in the absence of growth factor (Costa et al, 2011) and it corresponds to that found in 
vivo (Ponti et al, 2013). The presence of EGF and FGF2 accelerates the cell cycle progression 
and also markedly enhances symmetric division maintaining NSCs in an undifferentiated state 
for several divisions (Costa et al, 2011). The present study found that the length of the cell 
cycle in the presence of EGF and FGF2 for activated NSCs is 12.3 h which is close to the 12.5 
h estimated by Costa et al. (Costa et al, 2011) and it is slightly shorter 11.7 h for TACs.  
Tropepe et al. have suggested the lengthening of the cell cycle with aging in the SVZ 
(Tropepe et al, 1997). Our ex vivo technique allow to distinguish the effects of aging on NSCs 
versus TACs and points out that cell cycle is specifically lengthened in activated NSCs from 
middle-aged mice but not altered in TACs. Consistent with this the percentage of cells with 
DNA>2N, i.e. S/G2/M cells, is reduced in the activated NSCs from old mice supporting the 
lengthening of G1 phase whereas it is only slightly alleviated in TACs.  
It is noteworthy that the use of FUCCI mice (Sakaue-Sawano et al, 2008) in our study allowed 
for the first time to measure the G1 phase length in living NSCs and TACs. This method 
demonstrates that the G1 phase is specifically lengthened in activated NSCs but not in TACs. 
In agreement with this observation, Hes1 and cyclin D1, two G1-specific markers (Baek et al, 
2006; Momota et al, 2005) were increased in aged NSCs. 
Accumulating evidences associate the lengthening of the G1 phase with the commitment of 
neural progenitors into differentiation (reviewed in (Salomoni & Calegari, 2010)). However, 
in our study NSCs appeared to not differentiate and, in addition, divisions were analyzed for 
cell undergoing subsequent divisions to ascertain that they did not exit the cell cycle. 
Importantly, this G1 lengthening was directly correlated with a lower number of progeny in 
vitro as evidenced by smaller clones. Contrariwise, the shortening of the G1 phase has been 
reported to be associated with the expansion of neuronal progenitors after stroke (Zhang et al, 
2006). Therefore, the G1 lengthening and the decrease in proliferating activated NSCs might 
be related to the increase of the so called “relative quiescent” NSCs (Morshead et al, 1994) 
rather than a true cell cycle exit. Of note, G1 is the phase that is influenced by various cues 
from the microenvironment and might impact directly on neurogenesis in different 
pathophysiologic states such aging or stress.  
TGF opposes EGFR signaling in NSCs 
We recently reported a novel mechanism of neurogenesis decline during aging that perturbs 
the vascular niche via the upregulation of TGF- (Pineda et al, 2013). Using two different 
approaches to block TGF signaling we were able to restore neurogenesis and induces NSC 
proliferation (Pineda et al, 2013). Thus, it was likely that persistent TGF expression prolongs 
the G1 phase, thereby reducing cell proliferation. Here, we applied these anti-TGF
approaches and demonstrated that TGF specifically lengthens the G1 in activated NSCs but 
not in TACs. The observation that only activated proliferation NSCs potential is affected is of 
major importance in sight of the therapeutic potential. Nonetheless, the addition of TGF in 
vitro slows the G1 phase for both NSCs and TACs, and both of them expressed TGF
receptors. Therefore, the NSC specificity might be explained because in the ultrastructural 
organization of the SVZ NSC niche, NSCs contact blood vessels at sites devoid of pericytes 
(Tavazoie et al, 2008) and have access to the increased TGF-1 production by endothelial 
cells with aging (Pineda et al, 2013). This hypothesis is strengthened by the fact that in vivo 
intravenous administration of anti-TGF restored a normal G1 length in activated NSCs. 
Of note, this TGF-dependent lengthening of G1 appeared to not involve the typical increase 
in cyclin-dependent kinase inhibitor form the Cip/Kip family, i.e. p21, p27 and p57. 
Previous findings support the contention that expansion of the constitutively proliferating 
population of the SVZ is significantly compromised in the aged forebrain, likely as a result of 
reduced EGFR signaling, whereas the intrinsic regenerative capacity of the SVZ is unchanged 
(Enwere et al, 2004; Tropepe et al, 1997). Our data suggest that the expression level of EGFR 
seems are not altered during aging in activated NSCs as well as TACs. Biochemical analysis 
of neural progenitors-derived neurospheres from 2- and 12-month-old mice revealed 
differences in the basal activation states of the Akt and Erk signaling pathways (Bouab et al, 
2011). The Akt and Erk pathways are downstream of several growth factor receptors, 
including EGFR, and are considered important mediators of NSC survival, proliferation and 
differentiation signals. Furthermore, intracerebro-ventricular injection of heparin binding EGF 
(HB-EGF), as well as FGF-2, in old mice (23-25 months) allows recovering proliferation 
levels of young adult mice (Jin et al, 2003) suggesting that defect in EGFR signaling is a main 
event leading to diminution of proliferation observed with aging. 
Interestingly, culture of neural progenitors from human SVZ has been initiated even in old 
patients (Leonard et al, 2009), thus it might be advantageous to control of cell cycle in order 
to improve the recovery in old patients. 
Our data highlight the importance of NSC cell-cycle regulation and provide an attractive basis 
for the development of regenerative therapies based on stimulating endogenous neurogenesis. 
Materials and methods  
Animals and irradiation procedure 
Young adult (2 months) and middle-aged (12 months) C57Bl/6 mice were used in this study. 
The animals were maintained with access to food and water ad libitum in a colony room kept 
at a constant temperature (19°C-22°C) and humidity (40-50%) on a 12:12 h light/dark cycle. 
For cell cycle analysis, transgenic Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicator (FUCCI) 
red mice were used (Sakaue-Sawano et al, 2008). Animal experiments were performed in 
compliance with the European Communities Council Directive of November 24, 1986 
(86/609/EEC) and were approved by our institution’s ethics committee.
Drug administration 
In vivo treatment involved i.v administration of an antibody that neutralizes all TGFβ−1, −2, 
−3 forms (mAb1835, R&D) to sacrifice. Fifty micrograms/injection/mice of anti-TGFβ
neutralizing antibody diluted in 50 µl of NaCl 0.9% were administered retro-orbitally 12h and 
1h before sacrifice. For in vitro treatment, freshly plated cells were treated with a selective 
TβRI inhibitor, SB-505124 (1 µM, Sigma) as previously described (Pineda et al, 2013). 
Preparation of Cells and FACS 
Lateral ventricle walls containing cells from the SVZ were microdissected under a binocular 
dissection microscope and collected in a cold 0.6% glucose/PBS solution. SVZ cells were 
incubated at 37°C with papain and then dissociated into single-cell suspensions by flushing 
the cells through a p200 micropipette tip, as previously described (Daynac et al, 2013). For 
DNA content analysis, dissociated cells were incubated for 1 h 30 min at 37°C with 5 µg/mL 
Hoechst 33342 (Sigma) in DMEM:F12 medium supplemented with 2% B27 (Mouthon et al, 
2006). Then, the cells were washed in PBS containing 0.15% bovine serum albumin. For 
mouse cell-surface marker analysis, we used CD24 phycoerythrin [PE]-conjugated (rat 
IgG2b; 1:50 BD Biosciences), CD15/LeX fluorescein isothiocyanate [FITC]-conjugated 
(mouse IgM; 1:50 BD Biosciences), Alexa647-conjugated EGF ligand (1:200, Life 
Technologies). Antibodies were titrated over a semi-log scale to determine the appropriate 
dilution in the PBS/0.15% bovine albumin serum solution and then incubated at 4°C for 25 
min. The cells were washed prior to sorting or analysis. For determining absolute counts of 
cells, we used Trucount tubes (BD Biosciences) were each tube contains a calibrated number 
of fluorescent beads, allowing acute counting of cells in the tube. Immediately prior to FACS, 
propidium iodide (PI) or Hoechst 33258 was added to a final concentration of 2 µg/mL to 
label dead cells. The cells were analyzed on a LSRII (BD Biosciences) and sorted on an 
INFLUX (BD Biosciences). Sorting gates were drawn according to fluorescence minus one 
(FMO) controls. The data were analyzed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR). 
Live Cell Imaging 
Freshly sorted cells were plated at a density of 1-3x10
3
 cells/well in poly-D-Lysine- (Sigma) 
coated 24-well glass bottom culture plates (MatTek Corp., Ashland, MA). The culture 
medium was composed of NeuroCult medium (STEMCELL Technologies) complemented 
with proliferation supplements (STEMCELL Technologies), 2 µg/mL heparin, 20 ng/mL EGF 
and 10 ng/mL FGF-2. Brightfield and fluorescent images for Cdt1-red were captured through 
a Plan Apo VC 20x DIC objective (NA: 0.75) on a Nikon A1R confocal laser scanning 
microscope system attached to an inverted ECLIPSE Ti (Nikon Corp., Tokyo, Japan) 
thermostated at 37°C under 5% of CO2 atmosphere.  FUCCI Red fluorescence was excited at
561nm and collected using a 595/50nm filter set. Images were acquired using high speed 
resonant scanner at 512x512 pixels format with a resolution equals to 1.26µm/pixel in xy. A 
square region of 7 x 7 mm² was photographed for each well. Live imaging started 20 h after 
plating. Single cell tracking was performed over periods of up to 24h with images taken at 20 
minute intervals in order to follow the fate of individual cells and their progeny. To allow the 
measurement of the whole cell cycle, analysis started at the end of the first division. Then, cell 
cycle length was determined for cells undergoing subsequent division to avoid any alteration 
due to differentiation. Images and time-lapse video were analyzed with ImageJ and NIS-
Elements AR.13.00 64-bit softwares.  
RNA isolation and qRT-PCR 
After sorting, cells were immediately lysed in RLT buffer (QIAGEN). Total RNA was 
isolated with the RNeasy MICRO kit (QIAGEN) according to the manufacturer’s instructions.  
Q-PCR was performed on an ABI PRISM 7200 Sequence Detector System using SYBR 
Green for RT-PCR. cDNA was synthesized using the Reverse Transcription High Capacity 
Master Mix (Applied Biosystems) with specific primers (Eurogentec). Expression levels were 
normalized to GAPDH.  
Statistical analyses 
Non-parametric tests were conducted using StatView5 software (SAS Institute Inc., Cary, 
NC); the Kruskall-Wallis test was used for multiple comparisons, and the Mann-Whitney test 
was used for two comparisons. The statistical significance was set at P<0.05. The data are 
expressed as the mean ± SEM. 
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Figure legends 
Figure 1: NSCs stock is constant but mainly aNSCs present proliferation defect 
in mid-aged mice. 
(A) Phenotyping of the five main population in the SVZ and the markers used for 
FACS as previously described (Daynac et al., 2013). (B-F) Evaluation of the total 
number of each cell type using Trucount tubes (BD Biosciences) for young adult (2 
months) and mid aged (12 months) mice. (G-K) Proliferation was determined in the 
SVZ using the vital marker HO 33342.  Data were obtained from 7 and 5 independent 
experiments for young and mid-aged mice respectively. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001.  
Figure 2: Proliferation defect in mid-aged aNSCs is linked to a cell-cycle 
lengthening 
(A-D) Evaluation of total cell-cycle length of LeX+EGFR+ and EGFR+ cells in young 
and mid-aged mice for their second and third divition after plating. (E-F) Neurosphere 
area determined 96h after plating. Cells analysed from two independent sorts are 
presented on the graphs. **p<0.01, ***p<0.001. 
Figure 3: aNSCs G1 phase is specifically lengthened in mid-aged mice 
(A) Images captured from live imaging video-microscopy with FUCCI red mice show 
a specific lengthening of mid-aged aNSCs after their first division in vitro. (B-E) 
Evaluation of second division G1 and S/G2/M length for LeX+EGFR+ and EGFR+
cells in young and mid-aged mice.  Cells analysed from two independent sorts are 
presented on the graphs. *p<0.05, ***p<0.001. Scale bars = 5 µm. 
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Figure 4: TGFβ signalling controls G1 phase length 
 (A,B) Evaluation of second division G1and S/G2/M phases for LeX+EGFR+ and 
EGFR+ cells in young mice with or without TGF1 treatment in vitro. (A,B) Evaluation 
of second division G1and S/G2/M phases for LeX+EGFR+ and EGFR+ cells in mid-
aged mice with or without SB-505124  treatment in vitro and anti-TGFβ neutralizing 
antibody treatment in vivo . Cells analysed from two independent sorts are presented 
on the graphs. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figure Sup Legends  
Figure S1: No senescence nor differentiation is induced by aging until mid-age 
(A-D) mRNA expression of senescence markers (p16, p19) and cell cycle regulators 
(p21, cdk4) in LeX+EGFR+ and EGFR+ cells from young and mid-aged mice. (E,F) 
mRNA expression of TACs markers EGFR and mash1) in LeX+EGFR+ and EGFR+
cells from young and mid-aged mice. The number of independent sorts used for 
analyses is indicated within the bars.  
Figure S2: No senescence nor differentiation is induced by aging until mid-age 
(A) Counting of the number of cells entering differentiation (Fucci Red Bright cells) 
two days after plating. Three independent sorts were used for this analysis.  
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DISCUSSION 
1. Purification des CSN de la ZSV par cytométrie en flux 
1.1 Difficultés à purifier les CSN des niches neurogéniques 
La découverte de la neurogenèse et des cellules souches neurales adultes a ouvert 
un champ considérable d’applications possibles, notamment comme outil pour la 
médecine réparatrice du cerveau. Cependant, les progrès dans le domaine sont 
freinés par une connaissance limitée des mécanismes moléculaires gouvernant les 
propriétés uniques des CSN, en tant que source de la neurogenèse dans le cerveau 
adulte. Une meilleure connaissance de ces mécanismes moléculaires nécessite 
notamment la mise en place de techniques efficaces de purification des CSN et de 
leurs cellules filles, afin de comparer leurs caractéristiques. Des expériences initiales 
ont suggéré que les cellules formant des neurosphères in vitro s’auto-renouvellent, 
ont la capacité de se différencier en oligodendrocytes, astrocytes et neurones (Weiss 
et al., 1996), et sont probablement dérivées des CSN in vivo (Morshead et al., 1994). 
Les CSN engendrant des neurosphères in vitro sont une sous population de cellules 
de type B1 exprimant l’EGFR, baptisées « CSN activées » par opposition aux 
cellules de type B1 n’exprimant pas l’EGFR et ne donnant pas de neurosphères in 
vitro et baptisées « CSN quiescentes » (Doetsch et al., 2002). Cependant, la 
capacité à former des neurosphères dans le modèle de Reynolds (Reynolds and 
Weiss, 1992) n’est pas exclusive aux cellules à caractère souche. En effet, à la fois 
les cellules de type B1 « activées » et les cellules de type de type C (qui expriment 
aussi le récepteur à l’EGF) peuvent former des neurosphères (Doetsch et al., 2002). 
Les progéniteurs des oligodendrocytes peuvent aussi, sous stimulation par des 
facteurs de croissance, former des neurosphères pluripotentes (Kondo and Raff, 
2000). De plus, les neurosphères se développent en présence de hautes 
concentrations d’EGF et FGF2, et diffèrent fortement de leurs homologues in vivo, de 
par leur forte prolifération (les CSN in vivo prolifèrent lentement), la génération 
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prédominante de cellules gliales (les CSN in vivo forment principalement des 
neurones), et la dérégulation de certaines voies déterminantes, comme sonic 
hedgehog (Gabay et al., 2003) (Hack et al., 2005). Plusieurs équipes ont purifié des 
populations de la ZSV par cytométrie en flux (FACS) et caractérisé les populations 
enrichies en CSN par leur capacité à produire des neurosphère in vitro (Kawaguchi 
et al., 2001) (Capela and Temple, 2002) (Ciccolini et al., 2005). Ces techniques 
prometteuses ne permettent pas de distinguer les cellules de type B1 activées des 
cellules de type C. Une équipe est allée plus loin en distinguant les cellules de type 
B1 activées des cellules de type C en utilisant des souris transgéniques GFAP ::GFP  
(Pastrana et al., 2009).  Cependant, un de ses principaux défauts est qu’elle ne 
permet pas de distinguer clairement les CSN « quiescentes » des astrocytes non 
souche. Plus récemment, une méthode a été mise au point pour purifier les CSN 
quiescentes grâce à leur caractéristique de cellules ciliées (Beckervordersandforth et 
al., 2010). Même si l’approche de cette étude est particulièrement intéressante, une 
seule population neurogénique GFAP(+)-Prominin-1(+) a été isolée et elle ne 
distingue pas les CSN quiescentes des CSN activées, car elle ne prend pas en 
compte l’expression de l’EGFR. De plus, le marquage de la prominin-1 sur les CSN 
est particulièrement difficile à distinguer par FACS étant donné que les CSN 
n’expriment qu’un seul cil primaire contre plus de 50 cils motiles pour les cellules 
épendymaires.  Il était donc nécessaire de mettre au point une méthode permettant 
de purifier efficacement les deux types de cellules souches de type B1 (quiescentes 
et activées), afin de mieux comprendre les voies moléculaires caractéristiques de 
leur entrée en cycle. 
1.2 Stratégie permettant de purifier les CSN quiescentes, les CSN 
activées ainsi que leurs cellules filles 
Nous avons mis en place une méthode simple et efficace pour distinguer et purifier 
les CSN quiescentes/activées et leurs cellules filles par cytométrie en flux. Cette 
technique ne nécessite pas l’utilisation de souris transgéniques et permet de 
distinguer les 5 principales populations neurogéniques peuplant la ZSV. Elle combine 
l’utilisation du marqueur de CSN LeX, le CD24, l’EGFR ainsi que le marqueur vital 
d’ADN Hoechst 33342 (Daynac et al., 2013). Nos résultats montrent une corrélation 
directe entre la prolifération et l’expression de l’EGFR : les cellules activement en 
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prolifération in vivo et donnant des colonies in vitro sont contenues dans les 
populations exprimant l’EGFR. Ces cellules EGFR-positives sont réparties en trois 
populations cellulaires : les CSN activées, les cellules de type C et les jeunes 
neuroblastes, en accord avec les données de la littérature (Doetsch et al., 2002) 
(Pastrana et al., 2009). Nous montrons dans notre modèle que les cellules LeX+ 
expriment les marqueurs de cellules souches GFAP, GLAST et TLX et bordent le 
ventricule. De plus, nous avons mis en évidence une nouvelle sous-population de 
cellules LeXbright enrichies en CSN, comme l’atteste leur phénotype majoritairement 
GFAP+Nestin+, caractéristique des CSN adultes. En évaluant la répartition dans le 
cycle des différentes populations par trois approches différentes : contenu en ADN, 
positivité FUCCI green et expression des ARNm des cyclines, nous prouvons grâce 
à ce modèle que les CSN activées sont contenues dans la population LeX+EGFR+
tandis que la population LeXbright est enrichie en CSN quiescentes. C’est la première 
fois qu’une stratégie de tri par cytométrie en flux permet de distinguer une population 
enrichie en CSN quiescentes d’une population enrichie en CSN activées. De plus elle 
permet de purifier les cellules de type C, les jeunes neuroblastes et les neuroblastes 
matures tout en évaluant leur contenu en ADN. Cette stratégie promet des avancées 
majeures dans la découverte des mécanismes régulant la quiescence et la 
prolifération des CSN dans la ZSV. Pour aller plus loin, il serait intéressant de 
comparer le transcriptome des CSN quiescentes LeXbright et des CSN activées 
LeX+EGFR+, afin de découvrir de nouvelles voies potentiellement impliquées dans 
l’activation des CSN quiescentes. De plus, il pourrait être utile de vérifier si notre 
méthode de purification peut s’appliquer aux autres régions neurogeniques du 
cerveau adulte, et notamment la ZSG. 
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2. Modèle d’irradiation du cerveau à dose modérée 
2.1 Régénération de la ZSV après une dose modérée d’irradiation 
Les traitements anti-mitotiques, comme la cytosine arabinoside et l’3HTdR permettent 
d’éliminer les cellules en prolifération, alors que les CSN résistent au traitement et 
permettent la repopulation de la ZSV (Doetsch et al., 1999b) (Morshead et al., 1994). 
L’inconvénient d’utiliser des sources isotopiques comme la thymidine tritiée est que 
la dose est difficile à déterminer in vivo. L’irradiation externe du cerveau présente 
l’avantage de pouvoir facilement faire varier la dose, et de pouvoir ainsi contrôler le 
type de cellule visé en fonction de la dose et de la radiosensibilité de chaque type 
cellulaire. A des doses excédant 10Gy, la neurogenèse est bloquée à long terme et 
on n’observe pas de reprise de la prolifération cellulaire dans la ZSV (Tada et al., 
1999). Ces modèles à fortes doses entraînent des dommages trop importants pour 
que la neurogenèse reparte efficacement, nous avons donc développé un modèle 
d’irradiation du cerveau adulte à doses modérées (2Gy/4Gy), permettant d’étudier la 
reconstitution de la ZSV. De façon intéressante, après une irradiation de 4 Gy, 
chaque population sélectionnée par notre technique de FACS récupère son stock 
initial dans l’ordre de différenciation, ce qui valide notre méthode de sélection des 
populations (Daynac et al., 2013). Ainsi, nous proposons une technique d’irradiation 
du cerveau adulte à dose modérée pour étudier la reprise de la neurogenèse dans la 
ZSV, qui permet de suivre les différentes phases de différenciation des CSN, 
jusqu’aux neuroblastes migrant vers les bulbes olfactifs.  
2.2 Entrée en cycle des CSN quiescentes après irradiation 
Dans notre modèle, la grande majorité des cellules cyclantes, dont les CSN activées 
et les cellules de type C, meurent rapidement après irradiation par une apoptose p53 
dépendante, alors que la majorité des LeXbright survivent (Daynac et al., 2013). Nous 
avons vérifié que les cellules LeXbright résistent  à des fortes doses (15Gy), confirmant 
de précedentes études ou les CSN résistent à des doses de 10Gy, en perdant 
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toutefois leur capacité à produire de nouveaux neurones  (Achanta et al., 2012). Les 
astrocytes EGFR+ caractérisées comme les cellules de type B1 activées sont 
sensibles au traitement anti-mitotique AraC, mais réapparaissent 12h après 
traitement pour permettre la régénération de la ZSV (Pastrana et al., 2009). 
Toutefois, les étapes d’activation des CSN quiescentes restent méconnues. Dans 
notre étude, la caractérisation des cellules cyclantes par FACS et les méthodes in 
situ (BrdU, FUCCI green, pRb) montrent que 48h après une irradiation à 4Gy, la 
majorité des cellules proliférantes ont un phénotype de CSN GFAP+ et LeXbright. De 
plus, des analyses de traçage au BrdU montrent que les cellules en prolifération 48h 
après irradiation produisent des neuroblastes migrants vers les bulbes olfactifs et 
sont donc bien responsables de la reprise de la neurogenèse. Cependant, la majorité 
des CSN qui prolifèrent 48h après irradiation n’expriment pas l’EGFR. Ainsi, après 
irradiation, les CSN quiescentes entrent en phase S avant l’acquisition de l’EGFR, 
montrant que la voie de signalisation de l’EGFR n’est pas nécessaire à l’entrée en S 
des CSN quiescentes. Nous décrivons pour la première fois une étape d’activation 
précoce des CSN quiescentes, leur permettant d’entrer en prolifération avant 
d’exprimer l’EGFR. Il faudrait vérifier que cette étape d’activation précoce n’est pas 
caractéristique d’une réponse à l’irradiation et existe aussi in vivo. Cela nécessiterait 
par exemple le blocage pharmacologique de la voie de l’EGFR par le Gefitinib (Pao 
et al., 2004). L’étape d’activation des CSN quiescentes ne devrait pas être perturbée, 
et nous devrions observer une accumulation de CSN activées. Nous pourrions aller 
plus loin dans la compréhension des voies responsables de l’entrée en cycle des 
CSN quiescentes en comparant le transcriptome des CSN quiescentes LeXbright avant 
et 48h après irradiation, au moment où elles s’activent. Il faudrait cependant exclure 
les marqueurs caractéristiques d’une réponse à l’irradiation. La découverte de 
nouvelles voies d’entrée en cycle précoce des CSN quiescentes pourrait être 
d’importance pour permettre la stimulation thérapeutique de la neurogenèse 
endogène.     
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3. Rôle du neurotransmetteur GABA dans le maintien de la 
quiescence des CSN. 
3.1 Influence négative du GABA sur la prolifération des CSN in vivo. 
Le neurotransmetteur GABA produit par les neuroblastes dans la ZSV est impliqué 
dans un mécanisme de signalisation paracrine bloquant la prolifération cellulaire 
dans la ZSV (Liu et al., 2005) (Nguyen et al., 2003). Les récepteurs au GABA étant 
exprimés sur les cellules de type astrocytaire peuplant la ZSV (Nguyen et al., 2003) 
(Bolteus and Bordey, 2004), incluant les CSN, il est important de se demander si les 
signaux GABAergiques peuvent avoir une influence sur le contrôle de leur 
prolifération. Une étude récente démontre l’existence d’une protéine, le DBI 
(diazepam binding inhibitor), exprimée principalement sur les cellules de type C, qui 
permet de contrer l’action inhibitrice des signaux GABA sur la prolifération, agissant 
ainsi comme un régulateur positif de la neurogenèse adulte (Alfonso et al., 2012). 
Ainsi, le GABA a peu d’influence sur les cellules de type C dans la ZSV mais aurait 
une influence plus spécifique sur les CSN. Fernando et ses collaborateurs supposent 
que l’auto-renouvellement des CSN ainsi que la taille de la niche peuvent être 
modulées par la voie du GABAAR. Ces observations sont déduites notamment du 
fait que le traitement par l’agoniste des récepteurs GABA muscimol entraîne la 
diminution du nombre de cellules GFAP+BrdU+ bordant le ventricule (et inversement 
avec l’antagoniste bicuculline) (Fernando et al., 2011). Ces expériences sont les 
premières réalisées in vivo sur l’influence de GABA sur la prolifération des CSN. 
Cependant, même si la prolifération des CSN activées semble être altérée par cette 
voie de signalisation, ces résultats ne montrent pas que le GABA agit sur l’activation 
des CSN quiescentes.  
3.2 La voie de signalisation GABAAR régule le statut de quiescence 
des CSN. 
La preuve la plus probante de l’influence du neurotransmetteur GABA sur le contrôle 
de la balance quiescence/activation des CSN a été publiée très récemment. Ces 
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travaux montrent que dans l’hippocampe adulte, les CSN de la ZSG répondent à 
l’activation par le GABA via la sous unité gamma(2) des récepteurs GABA(A) (Song 
et al., 2012). La délétion conditionnelle de cette sous-unité gamma(2) entraîne une 
sortie de quiescence rapide des CSN de la ZSG et favorise leur division symétrique. 
Ils montrent aussi que l’activité des interneurones PV (parvalbumin-expressing 
interneurons) du gyrus denté peut dicter le choix des CSN à s’activer ou rester en 
quiescence par la libération de GABA (Song et al., 2012). Ainsi le GABA contrôle 
directement la quiescence de CSN dans la ZSG de l’hippocampe. Dans notre modèle 
d’irradiation de la ZSV, nous avons montré qu’une dose de 4Gy induit l’apoptose de 
la majorité des neuroblastes, éliminant ainsi la source de GABA dans la niche. La 
diminution de la concentration en GABA dans les niches n’a pas été prouvée, et 
nécessiterait l’utilisation de technique non invasives comme MEGA PRESS (Mescher 
et al., 1998), une technique de spectroscopie par résonance magnétique permettant 
de détecter les résonances faible du GABA (Edden and Barker, 2007).  
Nous prouvons que l’administration in vivo de l’agoniste au GABAAR muscimol après 
irradiation retarde l’entrée en cycle des CSNs quiescentes. La reprise  de la 
neurogenèse est retardée mais pas complètement bloquée, et les populations de 
progéniteurs prolifèrent normalement après ce délai pour repeupler la ZSV, 
confirmant la faible influence du GABA sur la polifération des progéniteurs (Alfonso et 
al., 2012). Le blocage de la voie GABAAR par la bicuculline in vivo favorise l’entrée 
en cycle des CSN quiescentes et la récupération de CSN activées et progéniteurs 
qui en résulte, mais n’a pas d’effet sur la récupération des neuroblastes. Ces 
résultats montrent que la voie de signalisation GABAAR agit spécifiquement sur les 
phases précoces d’activation et de prolifération des CSN. Ainsi, nous pouvons 
proposer un modèle d’après ces résultats sur la régulation de  la taille des niches 
neurogéniques par la voie de signalisation GABAAR.  Quand la niche contient 
suffisamment de neuroblastes, les CSN sont maintenues dans leur état de 
quiescence, et une perte des neuroblastes entraîne leur entrée en prolifération pour 
repeupler la niche. Ces résultats soulignent l’intérêt potentiel des drogues ciblant la 
voie de signalisation du GABAAR pour stimuler l’entrée en cycle des CSN adultes et 
développer de nouvelles thérapies régénératives du système nerveux central. Nous 
avons notamment montré que l’injection de l’antagoniste au GABAAR bicuculline 
permet d’accélérer l’entrée en cycle des CSN, en condition normale ou après 
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irradiation, ce qui pourrait en faire un bon candidat pour stimuler la neurogenèse 
endogène. Une question essentielle est de savoir si la stimulation de l’entrée en 
cycle des CSN quiescentes épuise le stock de CSN. Il faudrait vérifier si un 
traitement par la  bicuculline  sur plusieurs jours altère ou non le nombre de CSN à 
long terme. 
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4. Perturbation du cycle cellulaire des CSN au cours du 
vieillissement. 
4.1 Le vieillissement n’altère pas le stock de CSN jusqu’aux adultes 
d’âge moyen mais perturbe leur prolifération 
La voie de signalisation de l’EGFR est une voie majeure de régulation de la 
prolifération des CSN, et les niveaux d’expression de l’EGFR sont diminués dans le 
cerveau des souris âgées (23-25 mois), les cellules de type C expriment moins 
d’EGFR à leur membrane (Tropepe et al., 1997, Enwere et al., 2004). Cependant, 
nous remarquons que l’expression des transcrits de l’EGFR est similaire pour les 
populations de CSN activées et cellules de type C entre 2 mois (jeune adulte) et 12 
mois (âge moyen). Ainsi, jusqu’à l’âge moyen, la diminution de la prolifération ne 
semble pas être due à une diminution de l’expression de l’EGFR. En revanche, nous 
mettons en évidence une maintenance du stock de CSN quiescentes et activées 
entre 2 et 12 mois alors que les stocks de progéniteurs et de neuroblastes diminuent 
sensiblement, en accord avec de précédentes études (Bouab et al., 2011) (Lugert et 
al., 2010).  Les cellules de type C gardent leur capacité à proliférer et former des 
neurosphères in vitro et la proportion de cellules en prolifération dans les cellules de 
type C ne diminue que faiblement (-22%) alors qu’elle diminue fortement (-91%) dans 
les CSN activées. Ainsi, jusqu’à l’âge moyen, nous attribuons la diminution de la 
neurogenèse principalement à une perturbation de la prolifération des CSN plutôt 
que des cellules de type C, indépendamment de la voie de signalisation de l’EGFR. 
  
4.2 L’allongement de la phase G1 des CSN activées est impliqué dans 
la réduction de la neurogenèse au cours du vieillissement. 
La durée du cycle cellulaire des précurseurs neuronaux peuplant la ZSV a été 
estimée dans différents fonds génétiques murins. Morshead & van der Kooy (1992) 
estiment à 12,7h le temps de division entre deux progéniteurs de la ZSV de souris 
CD1 (Morshead and van der Kooy, 1992). Dans les souris ICR, leur durée de cycle a 
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été évaluée à 17h (Mori et al., 2012). Il a alors été supposé que la durée du cycle 
cellulaire pouvait varier en fonction des différentes souches murines. Nos résultats 
dans les souris C57Bl/6 se rapprochent des estimations de Morshead & van der 
Kooy (1992) avec 12,3h pour les CSN activées et 11,7h pour les cellules de type C. 
Nos estimations corroborent aussi celles de Costa et coll : 12,5h entre deux divisions 
in vitro chez les jeunes adultes C57Bl/6 en présence de facteurs de croissance EGF 
et FGF2 (Costa et al., 2011). Il faut noter que notre technique permet pour la 
première fois de distinguer les phases G1 et S-G2/M du cycle cellulaire des CSN 
activées et des cellules de type C,  tout en s’intéressant à leur évolution au cours du 
vieillissement. Bouab et coll. interprètent la diminution du nombre de progéniteurs a 
une entrée progressive des CSN activées en quiescence (Bouab et al., 2011). Sans 
mettre en évidence une entrée en quiescence des CSN activées, nous remarquons 
un allongement significatif de leur phase G1 (+6,4h) entre 2 et 12 mois, alors que la 
durée de S-G2/M reste stable. Cet allongement spécifique de G1 est indépendant 
d’une entrée en différenciation ou en senescence. En revanche, les durées de G1 et 
S-G2/M des cellules de type C ne sont pas affectées. Ainsi, nous estimons que l’un 
des évènements majeur menant au ralentissement de la neurogenèse avec le 
vieillissement est l’allongement de la phase G1 des CSN activées, perturbant leur 
entrée en S et leur prolifération alors que persiste l’expression de l’EGFR a leur 
membrane.  
D’autre part, comme le stock de CSN quiescentes et activées reste inchangé entre 2 
et 12 mois, nous supposons que les capacités de division asymétriques/symétriques 
des CSN ne sont pas altérées par le vieillissement. Cependant,  il serait important 
pour la suite de ce travail de le vérifier. Des études de suivi de la descendance des 
CSN ont montré que les CSN activées sont capables de se diviser asymétriquement 
in vitro (Costa et al., 2011) et in vivo (Ponti et al., 2013), permettant de produire une 
cellule de type C, qui après deux ou trois divisions symétriques se différenciera en 
neuroblastes, ainsi qu’une nouvelle CSN activée. Les CSN activées sont aussi 
capable d’effectuer deux ou trois divisions symétriques in vitro pour augmenter leur 
stock avant de se différencier en cellules de type C (Costa et al., 2011). Les facteurs 
de croissance modifiant le mode de division des CSN (Costa et al., 2011), nous 
pourrions évaluer dans notre modèle souris Fucci in vitro, sans facteurs de 
croissance,  les capacités de divisions symétriques et asymmétriques des CSNs 
activées et leur évolution au cours du vieillissement.  
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5. Le TGF1 est un facteur majeur de vieillissement des CSN 
dans la ZSV 
5.1 Allongement de la G1 par la voie TGF/Smad3 
Nous démontrons que les chaines TR sont présentes à la fois sur les CSN et les 
cellules de type C. De plus, l’activation de la voie canonique TGF agit via la 
phosphorylation de Smad3 dans les CSN et les cellules de type C in vivo et in vitro. 
Bien que la phorphorylation de Smad3 soit déclenchée par les voie TGF-, Activin et 
Nodal, nous remarquons que le seul blocage de la voie TGF- suffit à bloquer la 
phorphorylation de Smad-3 chez les souris âgées. Chez les jeunes souris, nous 
remarquons que la perturbation du cycle cellulaire par le TGF1 est associée à un 
allongement de la phase G1 du cycle cellulaire des CSN activées et des cellules de 
type C, diminuant leur prolifération sans affecter leur clonogénicité. Nous mettons en 
évidence un allongement de la phase G1 sans blocage définitif en G1, qui pourrait 
être le signe d’une entrée en différenciation (Roccio et al., 2013). L’expression de la 
cycline D1 est stimulée par le TGF1 (Han et al., 1996)  l’expression de la cyclinD1 
augmente dans les neurosphères traitées avec du TGF1 (Pineda et al., 2013). Ces 
résultats sont surprenants car il a été montré que la surexpression de la 
cdk4/cyclinD1 raccourcit la G1 des CSN et favorise la production de progéniteurs 
nerveux (Lange et al., 2009). Si la surexpression de la cyclinD1 par le TGF1 reste à 
vérifier in vivo dans notre modèle, nous n’avons pas observé de changements dans 
l’expression de cdk4 entre 2 et 12 mois (article 4). Ainsi, une dérégulation de la 
balance cyclinD1/cdk4 pourrait expliquer l’ allongement de la G1 induit par le TGF1. 
5.2 Le blocage pharmacologique de la voie TGF/Smad3 rétablit la 
neurogenèse dans les niches de souris âgées 
Le blocage de la voie TGF- in vivo par des anticorps bloquants ou un inhibiteur 
sélectif du TR Alk5, permet de rétablir la neurogenèse dans les souris âgées en 
favorisant l’entrée en cycle des CSNs (comme le montre l’augmentation de cellules 
CD24-GLAST+BrdU+ et CD24-LeX+Brdu+). Au niveau du cycle cellulaire, nous 
remarquons que le blocage in vitro et in vivo de la voie TGF- raccourcit 
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spécifiquement la phase G1 des CSN activées âgées, rétablissant une durée de G1 
comparable aux jeunes souris adultes. Nous avons vu que l’ajout de TGF-1 in vitro
dans les cellules issues de jeunes souris adultes allonge la G1 des CSNs activées et 
des cellules de type C. Nous pouvons nous demander pourquoi la G1 est allongée 
seulement dans les LeX+EGFR+ in vivo. Nous avons prouvé que le TGF-1 
augmente dans les niches vasculaires des souris âgées, en étant produit 
principalement par les cellules endothéliales. La spécificité de l’allongement de la G1 
des  CSN activées et non des progéniteurs au cours du vieillissement peut 
s’expliquer par le fait que même si l’on retrouve des groupes de cellules B1 et C en 
prolifération au bord des microvaisseaux de la niche (Tavazoie et al., 2008), seules 
les B1 contactent les cellules endothéliales, source de TGF-1, grâce à leurs 
prolongements cytoplasmiques (Fuentealba et al., 2012). Ainsi, notre hypothèse est 
que seules les CSN activées ont accès au TGF-1 produit par la niche vasculaire 
dans le cerveau âgé. Cette hypothèse est renforcée par le fait que l’injection in vivo
d’anti-TGF rétablit une durée de G1 normale dans les CSN activées. Nous 
montrons ainsi que TGF-/Smad3 est une voie de signalisation majeure conduisant 
au vieillissement des niches neurogéniques via une perturbation du cycle cellulaire 
des CSN activées. Il reste maintenant à disséquer les mécanismes intra-cellulaires 
qui contrôlent cet allongement de la G1 via la voie TGF. De façon intéressante, 
l’allongement de la G1 dépendant de TGF ne semble pas impliquer l’augmentation 
des cdk (cyclin-dependent kinase) de la famille Cip/Kip, p21, p27 et p57. Une 
analyse transcriptomique comparant les CSN activées de jeunes souris et de souris 
âgées pourrait nous permettre de découvrir les régulateurs intra-cellulaires contrôlant 
l’allongement de la phase G1. Il reste aussi à évaluer le potentiel clinique du 
traitement anti-TGF-, et notamment évaluer la fonctionnalité des nouveaux 
neurones produits par des tests comportementaux, en cours de réalisation. Le 
développement d’inhibiteurs de la voie TGF- devient un sujet d’étude pour la 
thérapie contre le cancer (Yingling et al., 2004) et la voie TGF- autocrine maintient 
la tumorigénicité des cellules initiatrices de gliomes (Seoane, 2009). Nos études 
montrent qu’il est nécessaire d’évaluer avec le plus grand intérêt le développement 
de thérapies anti-TGF- pour aider à mieux contrôler la prolifération des CSN et 
rétablir la neurogenèse chez les personnes âgées atteintes de déclin cognitif. 
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CONCLUSION 

L’utilisation de l’irradiation du cerveau à des doses modérées (2Gy/4Gy) constitue un 
puissant modèle de régénération de la ZSV, mis en place dans notre laboratoire, 
permettant de suivre toutes les étapes de la neurogenèse adulte, de l’entrée en cycle 
des CSN quiescentes à la migration des neuroblastes. Le suivi de ces étapes 
nécessite  une caractérisation précise de tous les types cellulaires peuplant la niche 
neurogénique. Nous avons développé une technique de triple marquage 
LeX/CD24/EGFR des cellules de la ZSV, sans avoir recours à l’utilisation de souris 
transgéniques, qui permet de distinguer par cytométrie en flux les 5 principales 
populations de la niche neurogénique adulte dans la ZSV : Les CSN quiescentes 
(LeXbright) les CSN activées (LeX+EGFR+), les cellules de type C (EGFR+), les 
neuroblastes immatures (CD24+EGFR+) et les neuroblastes migrants (CD24+). 
C’est la première fois qu’une technique de tri par cytométrie en flux permet de purifier 
les deux populations de CSN peuplant la ZSV, ainsi que leurs cellules filles. 
Les CSN quiescentes entrent en cycle après irradiation avant l’acquisition de l’EGFR 
et permettent de repeupler efficacement la ZSV. Cette étape de prolifération des 
CSN avant l’acquisition de l’EGFR montre que la voie de signalisation de l’EGFR 
n’est pas nécessaire à l’entrée en cycle des CSN quiescentes. L’activation des CSN 
quiescentes est en revanche fortement dépendante du niveau de GABA produit par 
les neuroblastes dans la niche. La perte des signaux GABA après irradiation due à la 
mort des neuroblastes favorise l’entrée en cycle des CSN quiescentes et l’activation 
des GABAAR par un agoniste retarde la reprise de la neurogenèse. De plus, le 
blocage des GABAAR par un antagoniste permet l’entrée en cycle des CSN 
quiescentes dans les souris non irradiées. Ainsi nous prouvons pour la première fois 
in vivo que la voie de signalisation du GABAAR maintient les CSN dans leur état de 
quiescence en limitant leur activation, contrôlant ainsi l’intensité de la neurogenèse 
adulte.  
La neurogenèse diminue fortement avec le vieillissement avec notamment une 
réduction progressive des cellules en prolifération et des neuroblastes dans la ZSV et 
les bulbes olfactifs des rongeurs  (Enwere et al., 2004) (Tropepe et al., 1997). Nous 
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prouvons qu’un facteur majeur de vieillissement des niches neurogéniques est le 
TGF-1 dont la production par les cellules endothéliales augmente au cours du 
vieillissement. L’activation de la voie de signalisation du TGF/Smad3 dans les 
souris âgées perturbe le cycle cellulaire des CSN activées en allongeant 
spécifiquement leur phase G1. Le traitement in vivo et in vitro par des anticorps 
bloquants anti-TGF permet de diminuer la durée de G1 des CSN activées et ainsi 
de rétablir la prolifération et la neurogenèse chez les souris âgées.  
Les principales découvertes de ce travail de thèse sont schématisées dans la figure 
17. Nous mettons en évidence deux acteurs majeurs de la régulation des CSN dans 
le cerveau adulte murin. Le neurotransmetteur GABA maintient les CSN en état de 
quiescence dans la niche alors que le TGF1 produit au cours du vieillissement 
allonge spécifiquement la G1 des CSN activées pour réduire la production de 
nouveaux neurones. L’association de ces deux facteurs pourrait expliquer le maintien 
du stock de CSN dans la ZSV jusqu’à l’entrée des cellules en senescence. Nous 
montrons aussi qu’il est possible de recruter le stock de CSN quiescentes pour 
rétablir la neurogenèse après un dommage comme l’irradiation ou dans le cerveau 
âgé. Ce travail pourrait aider au développement de thérapies ciblées  sur les voies de 
signalisation du GABAAR et du TGF-R pour stimuler la neurogenèse adulte. 
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Figure 17 : GABA et TGF-1 sont deux régulateurs majeurs de la neurogenèse 
adulte. 
(A) Dans la ZSV de jeunes adulte, le GABA produit par les neuroblastes dans la niche 
maintient les CSN dans leur état de quiescence. (B) L’irradiation gamma fait rentrer en 
apoptose les CSN activées , les cellules de type C et les neuroblastes. Les CSN quiescentes 
résistent au traitement et la perte des signaux GABA favorise leur sortie de quiescence. (C) 
Au cours du vieillissement, les cellules endothéliales produisent du TGF-1 qui perturbe 
spécifiquement la prolifération des CSN activées, ce qui entraîne une perte progressive du 
nombre de cellules de type C et de neuroblastes.  
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RESUME 
Les cellules souches neurales quiescentes (CSN) sont le réservoir de la 
neurogenèse adulte, permettant de produire des nouveaux neurones tout au long de 
la vie. Cependant, la neurogenèse décroit au cours du vieillissement, provoquant des 
déclins cognitifs incurables. Afin de mieux comprendre les mécanismes qui 
contrôlent la prolifération des CSN, nous avons mis en place une méthode de tri par 
cytométrie en flux qui permet pour la première fois d’isoler les CSN quiescentes et 
leurs cellules filles dans la ZSV adulte murine. Cette technique nous a permis de 
prouver que le blocage de la voie GABAAR in vivo provoque l’entrée en cycle des 
CSN quiescentes. Ainsi, les signaux GABA produits par les neuroblastes dans la 
ZSV permettent de maintenir les CSN dans leur état de quiescence. Au cours du 
vieillissement, nous montrons que la production progressive de TGF1 par les 
cellules endothéliales de la niche allonge la phase G1 des CSN activées, diminuant 
sensiblement la production de nouveaux neurones, sans toutefois diminuer le stock 
de CSN. Nous mettons ainsi en évidence deux voies majeures contrôlant la 
prolifération des CSN in vivo, la voie du GABAAR et la voie TGF-/Smad-3. En vue 
d’une application thérapeutique, nous prouvons que leur blocage pharmacologique 
permet de stimuler efficacement la neurogenèse in vivo. 
Quiescent neural stem cells (NSCs) are considered the reservoir for adult 
neurogenesis, generating new neurons throughout life. However, neurogenesis 
decreases during aging, causing a progressive decline that is currently untreatable. 
To study the regulatory mechanisms of NSCs proliferation, we set up a new 
technique allowing the isolation of quiescent NSCs and their progeny. We show that 
GABAAR directly regulates NSCs quiescence in vivo as the depletion of GABA-
producing neuroblasts or GABAAR pathway pharmacological blockade provoked 
NSCs cell cycle entry in the SVZ. During aging, the stock of NSCs is not perturbed, 
but we show that an over-production of TGF1 by brain endothelial cells directly 
lengthens activated NSCs G1 phase, strongly decreasing the production of new 
neurons. These findings highlight GABAAR and TGF-/Smad-3 as two major 
pathways controlling NSCs proliferation. In line with a future therapeutic application, 
we also prove that their blocking stimulates endogenous neurogenesis in vivo. 
